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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή εκπονήθηκε στο εργαστήριο 
Αναπτυξιακής Νευροβιολογίας και Νευροχημείας του Κέντρου Προληπτικής 
Ιατρικής, Νευροεπιστημών, και Κοινωνικής Ψυχιατρικής του Ιδρύματος 
Ιατροβιολογικών Ερευνών της Ακαδημίας Αθηνών (ΙΙΒΕΑΑ), στα πλαίσια του 
ερευνητικού προγράμματος ΠΕΝΕΔ 2003 με τίτλο «Διεπιστημονική μελέτη της 
PKCε σε νευροβλάστες και νευρώνες: έκφραση, ρύθμιση δραστικότητας και 
συμμετοχή στο μηχανισμό διαφοροποίησης και στη λειτουργία των 
κυκλωμάτων μνήμης» και επιστημονική υπεύθυνη τη Δρ. Δήμητρα Μάγκουρα. 
Το έργο πραγματοποιήθηκε σε συνεργασία με το Εργαστήριο Φαρμακολογίας 
του Τομέα Βασικών Επιστημών του τμήματος Ιατρικής του Πανεπιστημίου 
Θεσσαλίας και υπό την επίβλεψη του Καθηγητή κ. Νίκου Σακελλαρίδη. 
Με την ολοκλήρωση της παρούσας εργασίας θα ήθελα να 
ευχαριστήσω όλους όσους συνέβαλαν, καθένας σε διαφορετικό επίπεδο, στην 
υλοποίησή της. Καταρχήν, ευχαριστώ θερμά την επιστημονική υπεύθυνη του 
έργου Δρ. Δήμητρα Μάγκουρα για την εμπιστοσύνη της, τη διδασκαλία της και 
την καθοδήγησή της όλα αυτά τα χρόνια. Η οξυδέρκεια και η κριτική της 
σκέψη ήταν καθοριστικής σημασίας τόσο για την ολοκλήρωση αυτής της 
μελέτης όσο και για την ερευνητική μου εξέλιξη. Ευχαριστώ, επίσης, το Δρ. 
Γεώργιο Νασιούλα για την υπόδειξη του θέματος, την εμπιστοσύνη του, 
καθώς και τη βοήθειά του στα πρώτα στάδια της διατριβής αυτής. 
 Ένα μεγάλο ευχαριστώ στον Καθηγητή Νίκο Σακελλαρίδη για την 
επίβλεψη της παρούσας διατριβής, τις εύστοχες υποδείξεις και τη βοήθειά του 
όποτε το είχα ανάγκη. Το χιούμορ του συνέβαλε στο να ξεπεραστούν και οι 
πιο δύσκολες καταστάσεις. Ευχαριστώ πολύ τον Επίκουρο Καθηγητή Νικόλαο 
Πιτσίκα για τις παρατηρήσεις, τις χρήσιμες συμβουλές και την ενθάρρυνσή του 
σε κάθε μας συνάντηση. Εκφράζω, επίσης, τις ευχαριστίες μου σε όλα τα μέλη 
της επταμελούς εξεταστικής επιτροπής για τον πολύτιμο χρόνο τους. 
 Κατά τη διάρκεια της εργασίας αυτής είχα την τύχη να συνεργαστώ με 
εξαιρετικούς επιστήμονες και ανθρώπους τους οποίους οφείλω να 
ευχαριστήσω. Ευχαριστώ μέσα από την καρδιά μου την Όλγα Ασημάκη και τη 
Σοφία Καρουζάκη με τις οποίες μοιραστήκαμε εκτός από τους πάγκους και τα 
αντιδραστήρια, τους φόβους και τις ανησυχίες μας και τα ξεπεράσαμε όλα 
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παρέα. Τις ευχαριστώ που εκτός από εξαιρετικές συνάδελφοι ήταν και είναι 
πολύ σημαντικές φίλες. Μεγάλο ευχαριστώ οφείλω στην Εμμανουέλλα 
Τσιριμονάκη, την καλύτερη τεχνικό εργαστηρίου όλων των εποχών, για τη 
στήριξή της, την ανιδιοτελή βοήθειά της και τις όμορφες κουβέντες, 
επιστημονικές και προσωπικές, σε όλη μου την πορεία. Ευχαριστώ τον 
Κωνσταντίνο Φαιδωνίδη για τις πολύ εποικοδομητικές συζητήσεις, την άψογη 
συνεργασία και τη συμπαράστασή του, τη Θεοδώρα Καλπαχίδου γιατί έδινε 
στις εργαστηριακές, και όχι μόνο, ώρες γέλιο και αισιοδοξία, καθώς και όλους 
όσους βοήθησαν κατά καιρούς με αντιδραστήρια, ιδέες και συζητήσεις. 
Ειδικές ευχαριστίες οφείλω στο Δρ. Γεώργιο Λεονταρίτη για την 
εκπληκτική συνεργασία μας, την ακούραστη βοήθειά του, τις συναρπαστικές 
επιστημονικές συζητήσεις μας, τις ψυχαναλύσεις και… την Πανόρμου. Ήταν 
μεγάλη χαρά να δουλεύω μαζί του. 
Δε θα μπορούσα να μην ευχαριστήσω τη Δρ. Ελένη Ρηγανά και τον 
Δρ. Σταμάτη Παγκάκη (Biological Imaging Unit, BRFAA) για τη βοήθειά τους 
με τη συνεστιακή μικροσκοπία καθώς και με τα λογισμικά επεξεργασίας 
εικόνας. Αισθάνομαι, επίσης, την ανάγκη να ευχαριστήσω τη Δρ. Άντζελα 
Απέσσου και το Δρ. Μάρκο Μιχαλάτο που όταν δευτεροετής φοιτήτρια μπήκα 
πρώτη φορά σε εργαστήριο μου έμαθαν, εκτός από το πώς να κρατάω την 
πιπέτα, να δουλεύω στον εργαστηριακό πάγκο με αποτελεσματικότητα και 
αξιοπρέπεια. Δε θα σας ξεχάσω ποτέ.  
Θα ήθελα, επίσης, να ευχαριστήσω το δάσκαλό μου στο Iaido, 
Ναύαρχο Σπύρο Δροσουλάκη που μου έμαθε να δίνω τις μάχες μου με 
σθένος και τιμή και τους πολύ κοντινούς μου ανθρώπους Ντόρα Κορκίδη και 
Μιχάλη Παπαγεωργίου. Η συμπαράστασή τους και η πραγματική φιλία τους 
μου έδωσαν δύναμη να ξεπεράσω όλες τις δυσκολίες που προέκυψαν.  
Το μεγαλύτερο ευχαριστώ ανήκει στην οικογένειά μου και ειδικά στη 
μητέρα μου Μαρία και την αδερφή μου Κατερίνα για την απεριόριστη υλική μα 
πάνω από όλα ψυχική υποστήριξή τους. Η αγάπη, η συμπαράσταση και οι 




        Ξένη Κολιού 
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ΣΥΝΤΜΗΣΕΙΣ 
AP:  Αλκαλική φωσφατάση (Alkaline Phosphatase) 
APC: Adenomatous Polyposis Coli 
aPKCs: Άτυπες ισομορφές πρωτεϊνικής κινάσης C (Atypical PKCs) 
APS:  Υπερθειικό αμμώνιο (Ammonium Persulfate) 
ATP: 5’-Τριφωσφορική αδενοσίνη (Adenosine-5'-triphosphate) 
BSA:  Αλβουμίνη ορού βοός (Bovine Serum Albumin) 
cAMP: Κυκλική μονοφωσφορική αδενοσίνη (Cyclic Adenosine 
Monophosphate) 
Cdk: Κινάση εξαρτώμενη από κυκλίνη (Cyclin-dependent kinase) 
cDNA:  Συμπληρωματικό DNA (Complementary DNA) 
cPKCs: Κλασσικές ισομορφές πρωτεϊνικής κινάσης C (Classical PKCs) 
CSRD: Περιοχή πλούσια σε κυστεΐνες και σερίνες (Cysteine/Serine Rich 
Domain) 
CTD: C-καρβοξυτελική περιοχή (C-Terminal Domain) 
C-terminus: Καρβοξυλικό άκρο (Carboxyl-terminus) 
DAG:  Διακυλογλυκερόλη (Diacylglycerol) 
DMEM: Dulbecco's Modiﬁed Eagle's Medium  
DMSO: Διμεθυλο-σουλφοξείδιο (Dimethyl Sulfoxide) 
DNA:  Δεοξυριβονουκλεϊνικό οξύ (Deoxyribonucleic Acid) 
DSP: Διθειούχος ηλεκτρημιδικός εστέρας του προπιονικού οξέως 
(Dithiolbis[succinimidyl propionate])  
DTT:  Διθειοθρεϊτόλη (Dithiothreitol) 
ECL:  Ενισχυµένη χηµειοφωταύγεια (Enhanced Chemiluminescence) 
EDTA: Αιθυλενοδιαμινοτετραοξικό οξύ (Ethylenediamine Tetraacetic 
Acid) 
EGF: Επιδερμικό αυξητικό παράγοντα (Epidermal Growth Factor)  
EGFR: Υποδοχέας επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (Epidermal 
Growth Factor Receptor) 
ERK1/2: Ρυθμιζόμενες από εξωκυττάρια σήματα κινάσες (Extracellular 
signal-Regulated Kinases) 
EtBr:  Βρωμιούχο αιθίδιο (Ethidium Bromide) 
FBS:  Ορός εμβρύου βοός (Fetal Bovine Serum) 
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FGFR: Υποδοχέας του αυξητικού παράγοντα των ινοβλαστών 
(Fibroblast Growth Factor Receptor) 
FSNF: Οικογενής Νευροϊνωμάτωση της Σπονδυλικής Στήλης (Familial 
Spinal Neurofibromatosis) 
GAP: Πρωτεΐνη που ενεργοποιεί GTPάσες (GTPase-Activating 
Protein) 
GDP  Διφωσφορική γουανοσίνη (Guanosine Diphosphate) 
GEF: Παράγοντας ανταλλαγής νουκλεοτιδίων γουανίνης (Guanine 
nucleotide Exchange Factor) 
GFAP: Όξινη ινιδιακή πρωτεΐνη της γλοίας (Glial Fibrillary Acidic 
Protein) 
GFP:  Πράσινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (Green Fluorescent Protein) 
GRD: Περιοχή σχετιζόμενη με την ενεργότητα GAP (GAP Related 
Domain) 
GST:  Μεταφοράση του γλουταθείου (Glutathione S-transferase) 
GTP: 5’-Τριφωσφορική γουανοσίνη (Guanosine-5'-Τriphosphate) 
h: Ώρες (hours) 
HBSS: Hank's Buffered Salt Solution 
HNPCC: Κληρονομούμενος μη πολυποδιακός καρκίνος του παχέως 
εντέρου (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer) 
IP:  Ανοσοκατακρήμνιση (Immunoprecipitation) 
JNK:  Jun N-terminal Kinase 
LMB: Λεπτομυκίνη Β (Leptomycin B) 
LOH: Απώλεια και των δύο αλληλόμορφων (Loss Of Heterozygosity) 
LRD: Περιοχή με επαναλαμβανόμενες λευκίνες (Leucine Repeat 
Domain) 
MAPK: Ενεργοποιούμενη από μιτογόνα πρωτεϊνική κινάση (Mitogen-
Activated Protein Kinase) 
MARCKS: Υπόστρωμα C-κινασών πλούσιο σε αλανίνη (Myristoylated 
Alanine-Rich C-kinase Substrate) 
MEN1: Πολλαπλή ενδοκρινική νεοπλασία τύπου 1 (Multiple Endocrine 
Neoplasia type 1)  
min: Λεπτά (minutes) 
MBP: Βασική πρωτεΐνη της μυελίνης (Myelin Basic Protein) 
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MPZ: Myelin Protein Zero 
MPNST: Κακοήθης όγκος των περιφερικών νευρικών ελύτρων (Malignant 
Peripheral Νerve Sheath Tumor) 
mRNA: Αγγελιοφόρο ριβονουκλεϊνικό οξύ (Messenger ribonucleic acid) 
NES: Σήμα πυρηνικής εξόδου (Nuclear Export Signal) 
NF-1: Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 (Neurofibromatosis type 1) 
ΝF1: Γονίδιο της Νευροϊνωμάτωσης τύπου-1 (Neurofibromatosis type 
1 gene) 
NFNS: Σύνδρομο Νευροϊνωμάτωση-Noonan (Neurofibromatosis-
Noonan syndrome) 
NGF: Νευρικό αυξητικό παράγοντα (Nerve Growth Factor) 
NLS: Σήμα πυρηνικού εντοπισμού (Nuclear Localization Signal) 
NMDA: Ν-μεθυλ-D-ασπαρτικό οξύ (N-Methyl-D-aspartic acid) 
nPKCs: Νεοφανείς ισομορφές πρωτεϊνικής κινάσης C (Novel PKCs) 
NSCs: Νευρικά βλαστικά κύτταρα (Neural Stem Cells) 
N-terminal: Αμινοτελικό άκρο (Amino-terminus) 
OMGP: Γλυκοπρωτεΐνη της ολιγοδενδροκυτταρομυελίνης 
(Oligodendrocytemyelin Glycoprotein) 
PAGE: Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμιδίου (Poly-Acrylamide 
Gel Electrophoresis) 
PBS: Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών ιόντων (Phosphate Buffered 
Saline) 
PCR: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain 
Reaction) 
PDK1: Εξαρτώμενη από φωσφοϊνοσιτίδιο κινάση 1 (Phosphoinositide 
Dependent Kinase 1) 
PFΑ:  Παραφορμαλδεΰδη (Paraformaldehyde) 
PH: Περιοχή με ομολογία πλεξτρίνης (Pleckstrin Homology domain) 
PI3K:  Κινάση 3 φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης (Phosphoinositide 3 Kinase) 
PIP2: 4,5-Διφωσφορική φωσφατιδυλινοσιτόλη (Phosphatidylinositol 
4,5- bisphosphate) 
PKA: Πρωτεϊνική κινάση A (Protein Κinase A) 
PKC:  Πρωτεϊνική κινάση C (Protein Kinase C) 
PLC:  Φωσφολιπάση C (Phospholipase C) 
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PLD:  Φωσφολιπάση D (Phospholipase D) 
PMSF: Φθοριούχος μεθανοσουλφονικός φαινυλεστέρας 
(Phenylmethanesulphonyl Fluoride) 
PTEN: Ομόλογο φωσφατάσης και τενσίνης (Phosphatase and Tensin 
homolog) 
RACK: Υποδοχέας για ενεργοποιημένη κινάση C (Receptor for 
Activated Protein Kinase C) 
RFP:  Κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη (Red Fluorescent Protein) 
RNA: Ριβονουκλεϊνικό οξύ (Ribonucleic Acid) 
RTKs: Υποδοχείς με εσωτερική δράση κινάσης τυροσίνης (Receptor 
Tyrosine Kinases) 
RT-PCR: Αλυσιδωτή αντίδραση αντίστροφης μεταγραφάσης (Reverse  
  Transcriptase PCR) 
SAP: Αλκαλική φωσφατάση γαρίδας (Shrimp Alkaline Phosphatase) 
SDS:  Θειικό δωδεκανοϊκό νάτριο (Sodium Dodecyl Sulfate) 
sec: Δευτερόλεπτα (seconds) 
siRNA: Μικρό παρεμβαλλόμενο RNA (Small interfering RNA) 
TBST: Ρυθμιστικό διάλυμα Tris που περιέχει Triton X-100 (Tris 
Buffered Saline-Triton X-100) 
TEMED: Ν,Ν,Ν΄,Ν΄-τετραμεθυλαιθυλενοδιαμίνη (N,N,N',N'-
Tetramethylethylenediamine) 
TGF-β: Αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού βήτα (Transforming 
growth factor beta) 
TPA: 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate  
Tris: Τρις-υδροξυµεθυλ-αµινοµεθάνιο (Tris Hydroxymethyl-
aminomethane) 
WHO:  Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (World Health Organization) 
WS: Το σύνδρομο Watson (Watson Syndrome) 
εV1-2: Ειδικό πεπτίδιο αναστολέας της PKCε (Specific PKCe inhibitor 
peptide CYGRKKRRQRRR–NH2 (TAT) \SS/ EAVSLKPT) 
ΚΝΣ:  Κεντρικό νευρικό σύστημα (Central Nervous System, CNS) 
ΠΝΣ:  Περιφερικό νευρικό σύστημα (Peripheral Nervous System, PNS) 
ψεRACK: Ειδικό πεπτίδιο ενεργοποιητής (Specific PKCe activator peptide 
CYGRKKRRQRRR–NH2 (TAT) \SS/ CHDAPIGYD –COOH) 
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1.1. Νευρικό Σύστημα και Καρκίνος 
 
1.1.1. Γενικά 
Το νευρικό σύστημα είναι το σύστημα που ελέγχει και συντονίζει τη 
λειτουργία όλων των οργάνων του ανθρωπίνου σώματος. Αποτελεί την έδρα 
των ψυχικών λειτουργιών και, μέσω των αισθητήριων οργάνων, συμβάλλει 
στην αντίληψη του περιβάλλοντος από τον άνθρωπο. Οι ποικίλες δομές του 
νευρικού συστήματος, αν και συνδέονται στενά μεταξύ τους, διακρίνονται σε 
δύο μέρη: 1) το Κεντρικό Νευρικό Σύστημα (ΚΝΣ) που αποτελείται από τον 
εγκέφαλο και το νωτιαίο μυελό και 2) το Περιφερικό Νευρικό Σύστημα (ΠΝΣ) 
που αποτελείται από νεύρα εκτεινόμενα από τον εγκέφαλο ή το νωτιαίο μυελό 
ως τους μύες, τους αδένες και τα αισθητήρια όργανα. Η βασική δομική και 
λειτουργική μονάδα του νευρικού συστήματος είναι το νευρικό κύτταρο ή 
νευρώνας. Τα νευρικά κύτταρα λειτουργούν με τη γένεση ηλεκτρικών 
σημάτων και την απελευθέρωση χημικών μηνυμάτων προκειμένου να 
επικοινωνήσουν με άλλα κύτταρα. Λαμβάνοντας σήματα από την περιφέρεια, 
οι νευρώνες επεξεργάζονται τα εισερχόμενα μηνύματα που φτάνουν στους 
δενδρίτες και στέλνουν τα κατάλληλα εξερχόμενα μηνύματα με τους άξονες, 
λειτουργώντας έτσι ως ολοκληρωτές. Οι νευρώνες αποτελούν περίπου το 
10% των κυττάρων του νευρικού συστήματος. Το υπόλοιπο ποσοστό είναι 
νευρογλοιακά κύτταρα (ή γλοία) που υποστηρίζουν φυσιολογικά και 
μεταβολικά τους νευρώνες. 
Η γλοία του ΚΝΣ αποτελείται από ολιγοδενδροκύτταρα, που 
σχηματίζουν τη μυελίνη που περιβάλει τους άξονες, μικρογλοία, που ελέγχει 
τις λειτουργίες του ανοσοποιητικού συστήματος στο ΚΝΣ και αστροκύτταρα. 
Τα νευρογλοιακά κύτταρα της τελευταίας, αυτής, κατηγορίας συντελούν στην 
ομοιόσταση Κ+ και γλουταμινικού οξέως στον εξωκυττάριο χώρο και 
υποστηρίζουν μεταβολικά τους νευρώνες, ενώ, κατά την εμβρυογένεση, 
καθοδηγούν τη μετανάστευση και διεγείρουν την αύξηση των νευρώνων με 
την έκκριση αυξητικών παραγόντων [1, 2]. Τελευταία, υπάρχουν 
επιστημονικές εργασίες που αναφέρουν ότι τα αστροκύτταρα μπορεί να 
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λαμβάνουν μέρος και στην μετάδοση πληροφορίας στον εγκέφαλο [3]. Η 
νευρογλοία του ΠΝΣ αποτελείται από τα κύτταρα Schwann τα οποία έχουν τις 
περισσότερες από τις ιδιότητες της νευρογλοίας του ΚΝΣ 
συμπεριλαμβανομένης και της παραγωγής του στρώματος μυελίνης που 
καλύπτει τις περιφερικές νευρικές ίνες.  
 
1.1.2. Καρκίνοι του Νευρικού Συστήματος 
Ο όρος «καρκίνος» καθιερώθηκε από την εποχή του Γαληνού (130-200 
μ.Χ.), ο οποίος παρομοίασε την κεντρική μάζα ενός όγκου σαν το σώμα του 
ζώου καρκίνου (κάβουρας) και τις πέριξ του όγκου διογκωθείσες φλέβες σαν 
τα πόδια του ζώου αυτού [4]. Ο όρος καρκίνος χρησιμοποιείται σήμερα ως 
γενικός προσδιορισμός ενός κακοήθους νεοπλάσματος αποτελούμενου από 
μετασχηματισμένα κύτταρα που α) πολλαπλασιάζονται ανεξέλεγκτα, β) 
διεισδύουν, γ) στερούνται της ικανότητας προγραμματισμένου κυτταρικού 
θανάτου, δ) παρουσιάζουν γενετικές ανωμαλίες και ε) παραμένουν σε 
αδιαφοροποίητη κατάσταση. Η καρκινογένεση μπορεί να οφείλεται σε 
γενετικές (π.χ. μεταλλάξεις) και επιγενετικές (π.χ. μεθυλίωση) αλλαγές οι 
οποίες οδηγούν σε ακατάλληλη έκφραση ή ενεργοποίηση των κυτταρικών 
πρωτο-ογκογονιδίων ή σε απενεργοποίηση των ογκοκατασταλτικών γονιδίων. 
Τα κύτταρα των όγκων (νεοπλασματικά ή μετασχηματισμένα κύτταρα) 
μπορούν να προκύψουν από οποιοδήποτε εμπύρηνο κύτταρο του 
οργανισμού που εξαιτίας των παραπάνω αλλαγών καταργεί τους 
φυσιολογικούς ρυθμιστικούς μηχανισμούς κυτταρικής αύξησης και οδηγείται 
σε ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό.  
Οι πρωτογενείς όγκοι του ΚΝΣ μπορεί να αποτελούν μόλις το 2% των 
όγκων αλλά το ποσοστό αυτό αυξάνεται τα τελευταία χρόνια και, πιο 
σημαντικά, είναι η δεύτερη αιτία θανάτου από όγκο στα παιδιά (με πρώτη τη 
λευχαιμία) [5]. Η ταξινόμηση των νεοπλασμάτων του νευρικού συστήματος 
είναι υψίστης σημασίας αφού βοηθά στην επιλογή κατάλληλης θεραπείας 
αλλά και στην πρόγνωση του όγκου. Όλες οι ταξινομήσεις έχουν σαν άξονα 
την ιστική προέλευση, την ανατομική εντόπιση και την κλινική πορεία των 
όγκων. Οι δύο ευρύτερα αποδεκτές ταξινομήσεις έχουν γίνει από τον 
Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (World Health Organization, WHO), ο οποίος 
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στην πιο πρόσφατη αναθεώρησή του (2007) χωρίζει τους όγκους σε 
νευροεπιθηλιακούς και μη νευροεπιθηλιακούς και τους κατατάσσει σε 
κατηγορίες όπως φαίνεται στον Πίνακα 1, [6] και το St. Anne/Mayo σύστημα 
το οποίο βασίζεται στην κυτταρική ατυπία, τις μιτώσεις, την ενδοθηλιακή 
υπερπλασία και τις νεκρώσεις [7]. Τα δύο προαναφερθέντα ταξινομικά 





Αστροκυτταρικοί όγκοι   
Πιλοκυτταρικό αστροκύττωμα I 
Πιλοβλενώδες αστροκύττωμα  II 
Διάχυτο αστροκύττωμα II 
Πλειόμορφο ξανθοαστροκύττωμα II 
Αναπλαστικό αστροκύττωμα III 
Γλοιοβλάστωμα IV 
Ολιγοδενδρογλοιακοί όγκοι   
Ολιγοδενδρογλοίωμα II 
Αναπλαστικό ολιγοδενδρογλοίωμα III 
Όγκοι επενδύματος   
Υποεπενδύμωμα I 
Βλενοθηλωματώδες επενδύμωμα I 
Επενδύμωμα II 
Αναπλαστικό επενδύμωμα III 
Όγκοι χοριοειδών πλεγμάτων   
Θήλωμα χοριοειδών πλεγμάτων I 
Ατυπικό θήλωμα χοριοειδών πλεγμάτων II 
Καρκίνωμα χοριοειδών πλεγμάτων III 
Νευρωνικοί και Μικτοί Νευρωνικοί-
Νευρογλοιακοί όγκοι   
Γαγγλιογλοίωμα I 
Αναπλαστικό γαγγλιογλοίωμα III 
Δυσεμβρυοπλαστικός νευροεπιθηλιακός όγκος I 
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Νευροκύττωμα II 
Όγκοι κωνοειδούς παρεγχύματος   
Κωνοειδοκύττωμα I 
Κωνοειδοβλάστωμα IV 
Θηλωματώδης όγκος κωνοειδούς παρεγχύματος II/III 
Εμβρυϊκοί όγκοι   
Μυελοβλάστωμα IV 
Υπερσκηνίδιος αρχέγονος νευροεκτοδερμικός 
όγκος IV 
Ατυπικός τερατοειδής/ραβδοειδής όγκος IV 
Όγκοι του τουρκικού εφιππίου   
Κρανιοφαρυγγίωμα Ι 
Όγκοι των Περιφερικών Νεύρων   
Σβάνωμα Ι 
Νευροΐνωμα Ι 
Κακοήθης όγκος των περιφερικών νευρικών 
ελύτρων  II-IV 
Μηνιγγιακοί όγκοι   
Μηνιγγίωμα Ι 
Ατυπικό Μηνιγγίωμα ΙΙ 
Αναπλαστικό Μηνιγγίωμα ΙΙΙ 
Αιμαγγειοπερικύττωμα ΙΙ 
Αναπλαστικό αιμαγγειοπερικύττωμα ΙΙΙ 
Αιμαγγειοβλάστωμα Ι 
Όγκοι γεννητικών κυττάρων   
Τεράτωμα   
Χοριοκαρκίνωμα   
Γερμίνωμα   
Εμβρυϊκό καρκίνωμα   
Όγκος λεκιθικού ασκού   
 
Πίνακας 1. Ταξινόμηση των νεοπλασμάτων του νευρικού συστήματος 
σύμφωνα με τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας 
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Τα γλοιβλαστώματα (ή γλοιώματα) είναι ο συχνότερος τύπος  
πρωτογενούς καρκίνου του ΚΝΣ και προέρχονται από καρκινική εξαλλαγή 
κυττάρων γλοίας, ενώ η πλειονότητα των όγκων του ΠΝΣ προέρχονται από 
κύτταρα Schwann ή τα πρόδρομα κύτταρα αυτών. 
 
 
1.2. Ογκοκατασταλτικά γονίδια και Πυρηνο-κυτταροπλασματική 
διακίνηση 
 
1.2.1. Ογκογονίδια και Ογκοκατασταλτικά γονίδια 
Η γενετική των νεοπλασματικών νοσημάτων τις τελευταίες δεκαετίες 
παρουσίασε αλματώδη εξέλιξη. Πρώτος ο Γερμανός παθολογοανατόμος 
David Von Hansemann, το 1890, παρατήρησε ανωμαλίες κατά τη διαίρεση 
των νεοπλασματικών κυττάρων και συμπέρανε ότι μπορεί να σχετίζονται 
άμεσα με την έναρξη και την ανάπτυξη του καρκίνου. Αργότερα, το 1914, ο 
Theodor Boveri διατύπωσε τη θεωρία ότι οι χρωμοσωματικές ανωμαλίες 
αποτελούν την αιτία της νεοπλασίας. Σταθμό στην εξέλιξη της γενετικής του 
καρκίνου αποτέλεσε η περιγραφή του χρωμοσώματος Φιλαδέλφειας (Ph) απ’ 
τους Nowell και Hungerford, στη χρόνια μυελογενή λευχαιμία [8]. Η 
διαπίστωση ύπαρξης μιας σταθερής σύνδεσης του χρωμοσώματος Ph με τη 
χρόνια μυελογενή λευχαιμία, ώθησε τους ερευνητές στην αναζήτηση 
σταθερών χρωμοσωματικών ανωμαλιών και σε άλλα νεοπλασματικά 
νοσήματα. Εκτενείς μελέτες σε διάφορα νεοπλάσματα του ανθρώπου έδειξαν 
σταθερά επαναλαμβανόμενες ανωμαλίες ορισμένων χρωμοσωμάτων σε 
ειδικούς τόπους νεοπλασίας. Έτσι, οι επιστήμονες οδηγήθηκαν στην 
υπόθεση, ότι υπάρχουν γενετικοί παράγοντες που σχετίζονται με την 
ανάπτυξη νεοπλασίας και στη συνέχεια στην απομόνωση και μελέτη ειδικών 
γονιδίων, σχετιζόμενων με την καρκινογένεση. Είναι γνωστό σήμερα ότι ο 
καρκίνος αποτελεί μια πολυγονιδιακή και πολυσταδιακή ανωμαλία, 
προερχόμενη από άθροιση κληρονομούμενων ή/και επίκτητων μεταλλάξεων 
σε διάφορα γονίδια, τα οποία μπορεί να ανήκουν σε διάφορες λειτουργικές 
κατηγορίες [9]. Η μετάλλαξη η οποία αρχίζει την αλυσίδα των γενετικών 
αλλαγών και οδηγεί σε ειδικούς τύπους καρκίνου φαίνεται ότι παρουσιάζει 
ειδικότητα ως προς το είδος του γονιδίου και τον τύπο του ιστού.  
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Οι τύποι γονιδίων που έχει αποδειχθεί ότι σχετίζονται με τον καρκίνο 
είναι τα πρωτο-ογκογονίδια και τα ογκοκατασταλτικά γονίδια. Τα ογκογονίδια 
προκύπτουν από ενεργοποίηση φυσιολογικών γονιδίων του κυττάρου, των 
πρωτο-ογκογονιδίων, μετά από μεταλλαγές ενίσχυσης λειτουργίας (gain-of-
function mutations). Η φυσιολογική λειτουργία των πρωτο-ογκογονιδίων 
σχετίζεται με τον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση των κυττάρων, 
αφού οι πρωτεΐνες που παράγουν είναι αυξητικοί παράγοντες, υποδοχείς 
αυξητικών παραγόντων και ορμονών, μόρια μεταγωγής σήματος και 
μεταγραφικοί παράγοντες. Η δράση των ογκογονιδίων διαφέρει εκείνης των 
πρωτο-ογκογονιδίων, δεδομένου ότι τα πρώτα έχουν την ικανότητα να 
μετασχηματίζουν φυσιολογικά κύτταρα σε καρκινικά. Το πρωτο-ογκογονίδιο 
Η-Ras είναι το πρώτο γονίδιο που απομονώθηκε από καρκίνο ουροδόχου 
κύστης και για το οποίο διαπιστώθηκε ότι η ενεργοποίησή του οφείλεται σε μία 
μόνο σημειακή μετάλλαξη [10]. Μάλιστα, ανάλυση ενός μεγάλου αριθμού 
καρκινωμάτων πνεύμονος και εντέρου, οδήγησε στην απομόνωση κι άλλων 
ενεργοποιημένων μελών της οικογένειας Ras, ήτοι Η-Ras, K-Ras και N-Ras 
[11]. 
Ενδείξεις για την ύπαρξη γονιδίων, τα οποία μπορεί να αναστείλουν 
την ανάπτυξη του όγκου, υπήρξαν κατά καιρούς από καλλιέργειες καρκινικών 
κυττάρων. Η ύπαρξη ογκοκατασταλτικών γονιδίων απεδείχθη με πρώτο το 
γονίδιο του ρετινοβλαστώματος (Rb) [12]. Οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται 
από ογκοκατασταλτικά γονίδια έχουν κατασταλτική επίδραση στη ρύθμιση του 
κυτταρικού κύκλου ή/και προάγουν τη διαδικασία της απόπτωσης. Οι 
λειτουργίες των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών συνολικά σχετίζονται με: α) 
Καταστολή γονιδίων που είναι σημαντικά για τη συνέχιση του κυτταρικού 
κύκλου, με αποτέλεσμα την αναστολή της κυτταρικής διαίρεσης. β) Σύνδεση 
του κυτταρικού κύκλου με τη βλάβη του DNA (DNA damage). Σε περίπτωση 
που υπάρχει βλάβη στο DNA, το κύτταρο δε διαιρείται. Η διαίρεση συνεχίζεται 
μόνο όταν και αν η βλάβη επιδιορθωθεί. γ) Έναρξη απόπτωσης 
(προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου) σε περιπτώσεις ανεπανόρθωτων 
κυτταρικών βλαβών. δ) Παρεμπόδιση καρκινικών κυττάρων από τη 
μετανάστευση, τη διείσδυση και τελικά τη μετάσταση, μέσω πρωτεϊνών 
κυτταρικής προσκόλλησης. Οι πρωτεΐνες, αυτές, είναι γνωστές και ως 
καταστολείς μετάστασης [13, 14]. ε) Επιδιόρθωση βλαβών του DNA. 
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Μεταλλαγές σε πρωτεΐνες που σχετίζονται με την επιδιόρθωση του DNA (π.χ. 
HNPCC, MEN1 και BRCA) αυξάνουν την πιθανότητα καρκινογένεσης [15]. 
Πολλά ογκοκατασταλτικά γονίδια φαίνεται να λειτουργούν ως «φύλακες» για 
έναν ειδικό τύπο ιστού και μεταλλαγές στην αλληλουχίας τους τα κάνουν τα 
κατ’ εξοχήν συνδεόμενα γονίδια με τα οικογενή καρκινικά σύνδρομα. 
Ενδεικτικά παραδείγματα τέτοιων γονιδίων αποτελούν το γονίδιο της 
οικογενούς αδενωματώδους πολυποδίασης (APC), το γονίδιο VHL στη νόσο 
του Von Hippel-Lindau, το γονίδιο p53 στο σύνδρομο Li-Fraumeni και το 
γονίδιο NF1 στη Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 (αναλυτικά στον Πίνακα 2).  
Σύνδρομα Γονίδια Είδος νεοπλάσματος Λειτουργία/Προϊόν 
Πολλαπλή ενδοκρινική 
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Πίνακας 2. Κληρονομούμενα καρκινικά σύνδρομα που προκύπτουν από 
μεταλλαγές σε ογκοκατασταλτικά γονίδια. 
 
Μηχανιστικά, τα ογκοκατασταλτικά γονίδια αποτελούν μέρος της 
καρκινογένεσης εξαιτίας μεταλλαγών απώλειας λειτουργίας (loss-of-function 
mutations) και, σε αντίθεση με τα ογκογονίδια, γενικά ακολουθούν την 
υπόθεση των «δύο χτυπημάτων» του Knudson (“two-hit” hypothesis) [16], 
πράγμα που σημαίνει ότι σε ετεροζυγώτες ασθενείς, χρειάζεται δεύτερο 
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γενετικό λάθος για να δημιουργηθεί όγκος. Αυτό, πρακτικά, σημαίνει ότι οι 
μεταλλαγές των ογκοκατασταλτικών γονιδίων είναι συνήθως υπολειπόμενες, 
ενώ, των ογκογονιδίων είναι τυπικά επικρατείς. Εξαίρεση στον κανόνα των 
«δύο χτυπημάτων» αποτελούν συγκεκριμένες μεταλλαγές στο γονίδιο p53 οι 
οποίες, αν και πλήττουν το ένα μόνο αλλήλιο, δρουν ως κυρίαρχα αρνητικές 
και εμποδίζουν και τη δράση του φυσιολογικού αλληλίου [17].  
 
1.2.2. Πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση των ογκοκατασταλτικών 
πρωτεΐνών.  
Πολλές ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες, μεταξύ των οποίων οι p53, p73, 
p21, BRCA1, APC, VHL, Smad4, PTEN [18] και NF2 [19], μεταφέρονται από 
τον πυρήνα στο κυτταρόπλασμα και αντίστροφα [20]. Η πυρηνική μεταφορά 
έχει αποδειχθεί ότι είναι ένας θεμελιώδης και κρίσιμος μηχανισμός για τη 
ρύθμιση όχι μόνο του εντοπισμού αλλά και της λειτουργίας των πρωτεϊνών 
αυτών [20]. Όταν εισέρχονται, λοιπόν, στον πυρήνα εκτελούν δραστηριότητες 
«περιφρούρησης» δηλαδή αλληλεπιδρούν με τις πυρηνικές πρωτεΐνες και το 
χρωμοσωμικό DNA, συμβάλλοντας έτσι σημαντικά στη χρωμοσωμική 
σταθερότητα, την επιδιόρθωση του DNA, την αναστολή του κυτταρικού 
κύκλου και συνολικά στην κυτταρική σταθερότητα [21]. Επομένως, δεν 
προκαλεί έκπληξη ότι η απορρύθμιση της πυρηνικής μεταφοράς έχει ως 
αποτέλεσμα τη λανθασμένη στόχευση (mistargeting/mislocalization) και 
διαταραχή της λειτουργίας μιας πληθώρας πρωτεϊνών συμπεριλαμβανομένων 
και των ογκοκατασταλτικών. Η λανθασμένη στόχευση των ογκοκατασταλτικών 
πρωτεϊνών, μπορεί να έχει ολέθριες κυτταρικές συνέπειες και δυνητικά οδηγεί 
στην έναρξη και εξέλιξη του καρκίνου [18].  
Οι μικρές πρωτεΐνες (έως 45 kDa), μπορούν ελεύθερα να διαχέονται 
από και προς τον πυρήνα, ενώ, πρωτεΐνες με μεγαλύτερη μοριακή μάζα 
μεταφέρονται μέσω των πυρηνικών πόρων με μια αυστηρά ελεγχόμενη και 
ειδική διαδικασία, μετά από δαπάνη ενέργειας. Για τη μεταφορά αυτή οι 
ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες διαθέτουν σήμα πυρηνικού εντοπισμού 
(Nuclear Localization Signal, NLS), μοτίβα που αποτελούνται από βασικά, 
θετικά φορτισμένα αμινοξέα, όπως η λυσίνη και η αργινίνη [22]. Μηχανιστικά, 
οι NLS αλληλουχίες αναγνωρίζονται από έναν υποδοχέα NLS, ένα 
ετεροδιμερές αποτελούμενο από τις ιμπορτίνες α/β, ο οποίος δένεται στην 
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πρωτεΐνη και διευκολύνει τη μεταφορά της, δια μέσω του πυρηνικού πόρου, 
στον πυρήνα [23]. Η διαδικασία της μεταφοράς διαμεσολαβείται από την 




Σχήμα 1. Σχηματική απεικόνιση της εξαρτώμενης από Ran πυρηνικής 
εισόδου των πρωτεϊνών που φέρουν NLS. α: ιμπορτίνη-α, β: ιμπορτίνη-β, NPC: 
σύμπλεγμα πυρηνικού πόρου (Nuclear Pore Complex). 
 
Παρά το γεγονός ότι τα NLS είναι ο πιο κοινός τύπος στοιχείων 
πυρηνικής εισαγωγής, υπάρχουν και άλλες αλληλουχίες που συχνά 
χρησιμεύουν για τη στοχοθέτηση πρωτεϊνών στον πυρήνα [25, 26]. Τα 
καρκινικά κύτταρα, όμως, φαίνεται να αποκτούν ενδοκυτταρικούς 
μηχανισμούς, ώστε να εξάγουν διαρκώς τις πυρηνικές αντικαρκινικές 
πρωτεΐνες στο κυτταρόπλασμα [27]. Από αυτό προκύπτει ότι αν εμποδίσουμε 
ή ρυθμίσουμε την πυρηνική εξαγωγή αυτών των πρωτεΐνών, μπορούμε να 
αποκαταστήσουμε τη διαδικασία της ογκοκαταστολής. 
Για τη μεταφορά πολλών ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών από τον 
πυρήνα στο κυτταρόπλασμα απαιτείται η ύπαρξη μίας (ή περισσοτέρων) 
αλληλουχίας-σήματος πυρηνικής εξόδου (Nuclear Export Signal, NES). Η πιο 
συνήθης αλληλουχία NES περιλαμβάνει μία μικρή περιοχή της πρωτεΐνης με 
πολλά υδροφοβικά αμινοξέα, όπως η λευκίνη και η ισολευκίνη [28]. Το NES 
αναγνωρίζεται και προσδένεται στον υποδοχέα εξόδου CRM1/exportin [28]. Η 
αλληλεπίδραση του NES με το CRM1 προϋποθέτει τον σχηματισμό 
συμπλόκου με τη RanGTP για την απελευθέρωση της πρωτεΐνης στο 
κυτταρόπλασμα [28]. Ένας σημαντικός φαρμακολογικός παράγοντας για την 
αναγνώριση πρωτεϊνών που χρησιμοποιούν το CRM1-εξαρτώμενο μονοπάτι 
πυρηνικής εξόδου είναι η λεπτομυκίνη Β (LMB) [29-30]. Πρόκειται για έναν 
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ισχυρό και ειδικό αναστολέα της πυρηνικής εξαγωγής, ο οποίος αλκυλιώνει 
και αναστέλει την πρόσδεση στην εξπορτίνη CRM1 [31], οπότε πρωτεΐνες 
που περιέχουν σήμα εξαγωγής από τον πυρήνα (Nuclear Export Signal -NES) 
συσσωρεύονται μέσα σε αυτόν. Η πλειονότητα των ογκοκατασταλτικών 
πρωτεϊνών έχει βρεθεί ότι ρυθμίζουν την πυρηνο-κυτταροπλασματική τους 
μετακίνηση με τουλάχιστον ένα NES παρόλα αυτά, και άλλες αλληλουχίες 
πυρηνικής εξαγωγής έχουν χαρτογραφηθεί σε μια μικρή ομάδα πρωτεϊνών 
συμπεριλαμβανομένων των μορίων που επεξεργάζονται RNA hnRNP A1 [32], 
hnRNP K [32, 33] και Hur [34]. Οι αλληλουχίες που εντοπίστηκαν σε αυτές τις 
πρωτεΐνες είναι αρκετά μεγάλες και ελλειπώς χαρακτηρισμένες αλλά είναι 
γνωστό ότι δεν ανταποκρίνονται στη λεπτομυκίνη B και ως εκ τούτου δε 
χρησιμοποιούν τη CRM1 οδό [35]. Στο Σχήμα 2 [36] παρουσιάζεται σχηματικά 
ο τρόπος εισόδου και εξόδου στον πυρήνα πρωτεϊνών που διαθέτουν NLS και 
NES, αντίστοιχα. 
 
Σχήμα 2. Σχηματική απεικόνιση της εξαρτώμενης από Ran πυρηνο-
κυτταροπλασματικής διακίνησης. 
 
Η πυρηνο-κυτταροπλασματική μεταφορά των πρωτεϊνών ρυθμίζεται με 
ένα πλήθος μηχανισμών. Η συγκάλυψη των σημάτων πυρηνικής εισόδου και 
εξόδου είτε εξαιτίας αλλαγών στην πρωτεϊνική αναδίπλωση, είτε εξαιτίας 
σύνδεσης με άλλη πρωτεΐνη προσφέρει ένα γρήγορο και αποτελεσματικό 
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μηχανισμό για την αποτροπή της αναγνώρισης του σήματος από τα μόρια 
πυρηνικής μεταφοράς και έχει δειχθεί ότι ρυθμίζει τον εντοπισμό των 
μεταγραφικών παραγόντων NF-AT [37] και PBX1/EXD [38]. Η διακίνηση 
πρωτεϊνών από και προς τον πυρήνα επηρεάζεται, επίσης, από μετα-
μεταφραστικές τροποποιήσεις μέσα ή κοντά στις αλληλουχίες εισόδου/εξόδου. 
Στις τροποποιήσεις αυτές περιλαμβάνονται φωσφορυλιώσεις, 
ουβικιτινυλιώσεις, γλυκοζυλιώσεις και σουμοϋλιώσεις, οι οποίες ελέγχονται 
από πολλά σηματοδοτικά μονοπάτια [20]. Οι μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις μπορούν να προκαλέσουν αλλαγές στη στερεοδιάταξη των 
πρωτεϊνών, με αποτέλεσμα την αποκάλυψη ή απόκρυψη κάποιου επίτοπου, 
δημιουργώντας τη δυνατότητα νέων πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων [18]. Η 
δυνατότητα νέων αλληλεπιδράσεων μπορεί να επιτρέψει στο NLS ή το NES 
να αναγνωριστούν από τους υποδοχείς τους, ή μπορεί να απομονώσει την 
πρωτεΐνη, σε κάποιο κυτταρικό διαμέρισμα, εμποδίζοντας την να εισέλθει ή να 
εξέλθει από τον πυρήνα [18]. Η απομόνωση μιας πρωτεΐνης σε κάποιο 
κυτταρικό διαμέρισμα μπορεί να γίνει μέσω αλληλεπίδρασης με τον 
κυτταροσκελετό [39] ή και μεμβρανικούς υποδοχείς [40].  
Τέλος, ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι η πυρηνο-
κυτταροπλασματική διακίνηση, εκτός από τη ρύθμιση της λειτουργίας μιας 
ογκοκατασταλτικής πρωτεΐνης, μπορεί να σχετίζεται και με τη ρύθμιση των 
επιπέδων της. Μελέτες στις ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες APC και BRCA1 
έδειξαν ότι οι αλληλεπιδράσεις τους με άλλα μόρια που ρυθμίζουν την 
πυρηνο-κυτταροπλασματική τους μετακίνηση, ρυθμίζουν επίσης και την 
αποικοδόμησή τους. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί το σύμπλοκο 
BRCA1/BARD1 το οποίο συναντάται μόνο μέσα στον πυρήνα [26] και είναι 
πολύ πιο σταθερό από τα ελεύθερα BRCA1 ή BARD1 [41]. Μάλιστα, όταν το 
ουβικιτινυλιωμένο BRCA1 αποσυνδέεται από το BARD1, εξέρχεται από τον 
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1.3. Ras/Raf/MAPK μονοπάτι μεταγωγής σήματος 
 
Τα διάφορα ογκογονίδια και ογκοκατασταλτικά γονίδια συμμετέχουν σε 
πληθώρα μονοπατιών μεταγωγής σήματος και ρυθμίζουν διαδικασίες που 
σχετίζονται με την καρκινογένεση όπως ο πολλαπλασιασμός, η 
διαφοροποίηση και η κυτταρική προσκόλληση. Το μονοπάτι Ras/Raf/MAPK 
είναι ένα ζωτικής σημασίας μονοπάτι μεταγωγής σήματος, στο οποίο 
λαμβάνουν μέρος η σημαντικότερη, ίσως, οικογένεια ογκογονιδίων, η Ras, 
καθώς και μια σχετιζόμενη με καρκινικό σύνδρομο ογκοκατασταλτική 
πρωτεΐνη, η νευροϊνιδίνη. Οι Ras GTPάσες είναι μόρια κλειδιά για τη ρύθμιση 
της κυτταρικής ανάπτυξης και διαφοροποίησης μέσω του μονοπατιού των 
τριών κινασών MAPK που αποτελείται από τις πρωτεϊνικές κινάσες: Rafs 
(MAPKKK), MEK1/2 (MAPKK), και ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated 
Kinases, MAPK) [43]. Όλες οι Ras πρωτεΐνες, ήτοι H-, N- και K-Ras, 
εναλλάσσονται μεταξύ της ενεργής, προσδεμένης σε GTP, και της μη ενεργής, 
προσδεμένης σε GDP, μορφής. Μετά από διέγερση των μεμβρανικών 
υποδοχέων, ενεργοποιούνται οι GEFs (Guanine nucleotide Exchange 
Factors) οι οποίες προωθούν την ανταλλαγή του GDP με GTP και, έτσι, την 
ενεργοποίηση του Ras [44]. Το αντίθετο γεγονός ελέγχεται από τις GAPs 
(GTPase-Activating Proteins) οι οποίες ενεργοποιούν την εγγενή ενεργότητα 
GTPάσης του Ras και οδηγούν στην υδρόλυση του GTP και, κατά συνέπεια, 
την απενεργοποίηση του Ras [45]. Η Ras-GTP μορφή στρατολογεί το Raf στη 
μεμβράνη και μαζί με άλλες κινάσες ενεργοποιεί την ενεργότητα κινάσης του 
[46]. Ακολούθως, αλλεπάλληλες φωσφορυλιώσεις μέσω των MEKs έχουν σαν 
αποτέλεσμα τη φωσφορυλίωση και ενεργοποίηση της ERK, που θεωρείται ο 
τελικός αποδέκτης του μονοπατιού [43]. H ERK μεταφέρεται στον πυρήνα 
όπου ενεργοποιεί γονίδια τα οποία ρυθμίζουν ποικίλες κυτταρικές διεργασίες 
όπως πολλαπλασιασμός, μετανάστευση και διαφοροποίηση. 
 
1.3.1. Κυτταρική διαφοροποίηση και μονοπάτι Ras/Raf/MAPK 
Πολλές μελέτες σε ινοβλάστες [47], Τ λεμφοκύτταρα [48] και 
μεγακαρυοκύτταρα [49] απέδειξαν ότι η παρατεταμένη ενεργοποίηση του ERK 
μονοπατιού προηγείται της διαφοροποίησης. Εξάλλου, όλα τα βασικά μόρια 
μεταγωγής σήματος του Ras/ERK μονοπατιού, ήτοι Ras και Raf, είναι ικανοί 
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επαγωγείς διαφοροποίησης και νευριτικής ανάπτυξης σε διάφορες νευρωνικές 
κυτταρικές σειρές [50-52]. Όμως, καθοριστικό ρόλο στο βιολογικό αποτέλεσμα 
παίζει η ένταση και η διάρκεια ενεργοποίησης του Ras/ERK μονοπατιού. 
Τέτοιου είδους παρατηρήσεις έγιναν για πρώτη φορά σε PC12 κύτταρα 
φαιοχρωμοκυττώματος που επωάστηκαν με επιδερμικό αυξητικό παράγοντα 
(Epidermal Growth Factor, EGF) ή νευρικό αυξητικό παράγοντα (Nerve 
Growth Factor, NGF). Οι δύο αυτοί αυξητικοί παράγοντες ενεργοποιούν το 
ίδιο Ras/ERK μονοπάτι, εν τούτοις, παροδική ενεργοποίηση της ERK από 
EGF επάγει κυτταρικό πολλαπλασιασμό, ενώ παρατεταμένη ενεργοποίησή 
της από NGF επάγει νευριτική ανάπτυξη και διαφοροποίηση [53]. Έτσι, ο 
υποδοχέας του επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (Epidermal Growth Factor 
Receptor, EGFR) στρατολογεί το σύμπλεγμα Grb2-Sos με αποτέλεσμα την 
παροδική ενεργοποίηση της ERK, ενώ ο, ενεργοποιούμενος από NGF, 
υποδοχέας Trk στρατολογεί το σύμπλεγμα Shc-Grb2-Sos, με αποτέλεσμα την 
παρατεταμένη ενεργοποίηση της ERK [44, 54, 55]. Οι λόγοι αυτών των 
θεμελιωδών διαφορών ακόμα συζητούνται [56, 57]. Άλλωστε, παρατεταμένη 
ενεργοποίηση της ERK καταλήγει στη μετατόπισή της στον πυρήνα, γεγονός 
που διευρύνει τα υποστρώματά της, σε σύγκριση με την παροδικά 
ενεργοποιημένη κυτταροπλασματική ERK [58].  
 
1.3.2. Ογκογένεση και μονοπάτι Ras/Raf/MAPK  
Το μονοπάτι της ERK1/2, αρχικά, αναγνωρίστηκε ως μονοπάτι που 
προάγει την κυτταρική ανάπτυξη αφού τα βασικότερα μόρια που το 
απαρτίζουν σχετίζονται με την κυτταρική ανάπτυξη και την ογκογένεση. 
Χαρακτηριστικά παραδείγματα είναι οι μεταλλαγμένες μορφές των Ras και Raf 
που κωδικοποιούνται από ογκογονίδια ρετροϊών και το γεγονός ότι η συνεχώς 
ενεργή (constitutively active) μορφή της MEK1 προάγει τον κυτταρικό 
καρκινικό μετασχηματισμό, ενώ η κυρίαρχα αρνητική (dominant negative) 
μορφή της τον καταστέλλει [59-61]. Ουσιαστικά, ο καρκίνος είναι μη 
φυσιολογικός κυτταρικός πολλαπλασιασμός και η ERK εμπλέκεται στον 
κυτταρικό κύκλο με αρκετούς, διακριτούς μηχανισμούς. Καταρχήν έχει δειχθεί 
ότι υποστηρίζει τη σύνθεση DNA κατά τη διάρκεια της S φάσης [62]. Επίσης, 
καταστέλει τη δράση των αναστολέων του κυτταρικού κύκλου είτε 
ενεργοποιώντας την p90RSK, που με τη σειρά της μεσολαβεί για να 
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απενεργοποιηθεί η MYT1, μια ανασταλτική για τον κυτταρικό κύκλο κινάση 
[63], είτε προωθώντας την αποδόμηση του p27Kip1 αναστολέα της 
εξαρτώμενης από κυκλίνης κινάσης (Cyclin-dependent kinase, Cdk) [64]. 
Επιπλέον, η ERK1/2, μέσω της κυκλίνης D1 και ενεργοποίηση του PI3K 
μονοπατιού, ελέγχει τη G1/S μετάβαση [65] ενώ, σε κάποιες κυτταρικές 
σειρές, και την πρόοδο στη G2 φάση [66]. Αναλόγως, η ενεργοποιημένη ERK 
έχει βρεθεί ότι συνδέεται με τους κινητοχώρους και τους πόλους της μιτωτικής 
ατράκτου αλλά και το ενδιάμεσο σώμα στα τελευταία στάδια της μίτωσης [67, 
68), όλα ενδεικτικά των πολλαπλών λειτουργιών της ERK κατά τη διάρκεια της 
μίτωσης. Παραδόξως, όμως, παρατεταμένη ενεργοποίηση των άνωθεν 
ρυθμιστών της ERK, Ras και Raf-1, έχει ως αποτέλεσμα τη διακοπή της 
αύξησης (growth arrest), πιθανότατα λόγω αύξησης στην έκφραση 
αναστολέων της προόδου του κυτταρικού κύκλου (π.χ. p53, p21Waf/Cip1, 
p16) εξαιτίας των δεδομένων συνθηκών [69, 70]. Μάλιστα, έχει δειχθεί ότι 
υπερ-ενεργοποίηση της ERK μπορεί να σταματήσει τον κυτταρικό κύκλο στις 
G1/S και G2/M μεταβάσεις [71]. Εξάλλου, η υπερ-ενεργοποίηση αυτή 
προκαλεί παράκαμψη των σημείων ελέγχου της μιτωτικής ατράκτου και κατά 
συνέπεια χρωμοσωμικές παρεκκλίσεις [72]. Παρομοίως, παρατεταμένη 
ενεργοποίηση της Raf σε ινοβλάστες πνεύμονα [73], ή υπερ-ενεργοποίηση 
της ERK, μέσω μείωσης της φωσφατάσης διπλής ειδικότητας VHR [71], είχε 
ως αποτέλεσμα την πρώιμη έναρξη κυτταρικού γήρατος (senescence). 
 
Ένα, λοιπόν, μονοπάτι μεταγωγής σήματος, το Ras/ERK, ρυθμίζει δύο 
«αντίθετες» κυτταρικές διαδικασίες, τον πολλαπλασιασμό και τη 
διαφοροποίηση, διατάραξη των οποίων σχετίζεται άμεσα με την 
καρκινογένεση. Μια υψηλή αλλά παροδική ενεργοποίηση προκαλεί τον 
πολλαπλασιασμό κυττάρων, ενώ μια συνεχής, ήπια ενεργοποίηση προκαλεί 
διαφοροποίηση. Σημαντικοί ρυθμιστές του μονοπατιού αυτού και του 
βιολογικού αποτελέσματός του φαίνεται να είναι οι καινοφανείς PKCs (nPKCs) 
[56] και η RasGAP νευροϊνιδίνη [57]. Για το λόγο αυτό, η διαλεύκανση του 
ρόλου της PKCε, της σημαντικότερης από τις καινοφανείς PKCs, και της 
νευροϊνιδίνης, που έχει χαρακτηριστεί ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη, στις 
θεμελιώδεις κυτταρικές διεργασίες της διαφοροποίησης και του 
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πολλαπλασιασμού είναι υψίστης σημασίας για την κατανόηση των 
μηχανισμών της καρκινογένεσης. 
 
 
1.4. Ras/Raf/MAPK μονοπάτι μεταγωγής σήματος και ρύθμιση από PKC 
 
Σημαντικός ρυθμιστής του Ras/Raf/MAPK μονοπατιού είναι οι 
πρωτεϊνικές κινάσες σερίνης-θρεονίνης C (PKC). Μηχανιστικά, η 
ενεργοποίηση της PKC είναι απαραίτητη για το σχηματισμό συμπλεγμάτων 
μεταξύ του Ras και του ενεργού Raf-1 [74-76]. Οι PKCs μπορούν να 
φωσφορυλιώσουν κατευθείαν ισομορφές του Ras, όπως το K-Ras, [77] το Raf 
[78], τις RasGEFs [79-81], και τις RasGAPs [82-84], ρυθμίζοντας, ως εκ 
τούτου, τη ροή μεταγωγής σήματος του Ras/ERK μονοπατιού σε πολλαπλά 
επίπεδα.  
PKCs και RasGEFS: Οι RasGEFs, μέλη της οικογένειας των GRP, 
έχουν στη δομή τους τη C1 περιοχή που αναγνωρίζει το, παραγόμενο μετά 
από διέγερση των μεμβρανικών υποδοχέων, DAG (diacylglycerol) και μέσω 
αυτών των αλληλεπιδράσεων μετατοπίζεται στη μεμβράνη [79]. Η GEF 
ενεργότητα των RasGRP1,3 ενισχύεται δραματικά μέσω φωσφορυλίωσης 
από, ενεργοποιούμενων από DAG, nPKCs τουλάχιστον σε T- και B-
λεμφοκύτταρα [80, 81]. Επίσης, οι PKCs έχει βρεθεί ότι μπορούν να 
ενεργοποιήσουν τη SOS1, τη δεύτερη σημαντική RasGEF, 
φωσφορυλιώνοντάς την άμεσα [85] ή έμμεσα, με τη στρατολόγηση 
συμπλεγμάτων Grb2/SOS1 μέσω της κινάσης τυροσίνης Syk [86].  
PKCs και RasGAPs: Το μεγαλύτερο μέρος της RasGAP 
δραστηριότητας στο κύτταρο αποδίδεται στην p120GAP και τη νευροϊνιδίνη, 
και, μάλιστα, προηγούμενες μελέτες έχουν προτείνει την PKC-εξαρτώμενη 
αναστολή της RasGAP δραστηριότητας σε κάποιους κυτταρικούς τύπους [87, 
88]. Έχει δειχθεί ότι οι PKCs διαφοροποιούν έμμεσα την ενεργότητα GAP της 
p120GAP, μέσω της αλληλεπίδρασης με RACK1 [89], ενώ, ρυθμίζουν άμεσα 
τη νευροϊνιδίνη που είναι η κυρίαρχη νευρωνική RasGAP.  
Συμπερασματικά, οι PKCs έχουν τη δυνατότητα να επηρεάζουν άμεσα 
την κατάσταση ενεργοποίησης του Ras μεταβάλλοντας την ενεργότητα τόσο 
των GEFs όσο και των GAPs με ποικίλους τρόπους. Εδώ, πρέπει να 
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σημειωθεί ότι σε συγκεκριμένες κυτταρικές σειρές η, εξαρτώμενη από PKC, 
ενεργοποίηση της ERK μπορεί να συμβεί ανεξάρτητα από το Ras, αφού, έχει 
δειχθεί ότι η κυρίαρχα αρνητική μορφή του Ras (RasS17N), που δεν 
ενεργοποιείται από GEFs, δεν αναστέλλει την εξαρτώμενη από TPA (12-O-
tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) ενεργοποίηση της ERK [75, 78]. Συνολικά, 
οι c/nPKCs, όπως οι PKCα, PKCη, PKCδ και PKCε, αλλά και οι aPKCs έχει 
προταθεί ότι έχουν σημαντική συμμετοχή στην ενεργοποίηση του ERK 
μονοπατιού [74, 78, 90]. 
 
 
1.5. Πρωτεϊνικές Κινάσες C 
 
1.5.1. Δομή 
Οι πρωτεϊνικές κινάσες C (PKC) αποτελούν μια μεγάλη οικογένεια 
κινασών σερίνης-θρεονίνης [91] η οποία στα θηλαστικά περιλαμβάνει 
τουλάχιστον 11 ισομορφές με μεγάλο εύρος κατανομής στους ιστούς και 
διαφορετικούς κυτταρικούς εντοπισμούς [92]. Η ύπαρξη τόσων πολλών 
ισομορφών υποδεικνύει ότι οι ξεχωριστές ισομορφές είναι δυνατόν να 
εκπληρώνουν εξειδικευμένες λειτουργίες στον οργανισμό. Η οικογένεια των 
PKCs μπορεί να χωριστεί σε 3 υποομάδες με βάση τη δομή και τους 
απαιτούμενους για την ενεργοποίησή τους συμπαράγοντες: οι κλασσικές 
PKCs (cPKCs: α, βΙ, βΙΙ, γ) που ενεργοποιούνται από ασβέστιο (Ca2+) και 
διακυλογλυκερόλη (diacylglycerol, DAG), οι νεοφανείς PKCs (nPKCs: δ, ε, η, 
θ) που ενεργοποιούνται μόνο από DAG, και οι ατυπικές PKCs (aPKCs: ι, ζ και 
μ) που δεν αντιδρούν σε Ca2+ ή DAG αλλά ενεργοποιούνται από το 
σύμπλεγμα Par6–Cdc42 [93, 94]. Οι PKCs θεωρούνται κομβικά σημεία 
μονοπατιών μεταγωγής σήματος των συζευγμένων με G πρωτεΐνες (G 
protein-coupled) και κινασών τυροσίνης (tyrosine kinase) υποδοχέων [93, 95], 
αφού είναι αποδεδειγμένο ότι συνδέουν την εξαρτώμενη από υποδοχέα 
παραγωγή DAG από τις φωσφολιπάσες C και D, με την ενεργοποίηση του 
Ras και του Raf που είναι το γεγονός κλειδί για την τροποποίηση του ERK 
μονοπατιού [96, 97]. Εξαιτίας των, μεγάλης έκτασης, αποτελεσμάτων από την 
ενεργοποίηση των PKC, ένας μεγάλος αριθμός επιστημονικών μελετών έχει 
διερευνήσει την εμπλοκή των PKC ισομορφών στην ογκογένεση αλλά και σε 
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φυσιολογικές κυτταρικές διεργασίες όπως η διαφοροποίηση, ο 
πολλαπλασιασμός, η πόλωση, η μετακίνηση, η απόπτωση και η επιβίωση 
[94, 98, 99].   
Οι PKCs είναι ιδρυτικά μέλη της οικογένειας των AGC κινασών και 
μοιράζονται παρόμοια δομή αποτελούμενη από μια συντηρημένη C-τελική 
καταλυτική περιοχή και από μια, αποκλίνουσα στη βασική δομή, Ν-τελική 
ρυθμιστική περιοχή (Σχήμα 3). Η ρυθμιστική περιοχή περιλαμβάνει τα C1 και 
C2 τμήματα (cPKC and nPKCs) και μια ψευδοϋποστρωματική αλληλουχία 
που αλληλεπιδρά με τα σημεία πρόσδεσης υποστρώματος της καταλυτικής 
περιοχής και έχει αυτοανασταλτική λειτουργία. Το τμήμα C1 περιλαμβάνει 
περίπου 50 αμινοξέα και περιέχει ένα μοτίβο πλούσιο σε κυστεΐνες με δύο 
προσδεμένα ιόντα Zn2+. Η περιοχή, αυτή, αναγνωρίζει φορβικούς εστέρες, 
καθώς και τους δευτερογενείς αγγελιοφόρους DAG/φωσφολιπίδια. Σε πολλά 
ισοένζυμα, υπάρχουν δύο αντίγραφα της περιοχής C1, γνωστές ως περιοχές 
C1A και C1B (ή επίσης ως Cys1- και Cys-2 στοιχεία). Στο τμήμα C2, το οποίο 
δε βρίσκεται σε όλα τα μέλη της οικογένειας των πρωτεϊνικών κινασών C, έχει 
βρεθεί η θέση πρόσδεσης του Ca2+ και οξικών φωσφολιπιδίων. Τα 
συντηρημένα τμήματα C3 και C4 σχηματίζουν την καταλυτική περιοχή με τις 




Σχήμα 3. Απεικόνιση της δομής των 3 υποομάδων της οικογένειας PKC 
[100].  
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Η PKCε μοιράζεται πολλά κοινά χαρακτηριστικά με τα υπόλοιπα μέλη 
της οικογένειας PKC. Ειδικότερα, περιέχει ένα C1 τμήμα με δύο μοτίβα 
πλούσια σε κυστεΐνες που δένουν διακυλογλυκερόλες, ένα όμοιο με C2 τμήμα 
(C2-like) που δένει φωσφολιπίδια, μια ψευδοϋποστρωματική περιοχή, C3 και 
C4 καταλυτικά τμήματα που περιέχουν θέση δέσμευσης του ATP, βρόχο 
ενεργοποίησης και θέση αναγνώρισης υποστρώματος (Σχήμα 4). Μοναδικό 
χαρακτηριστικό της PKCε είναι μια αλληλουχία 6 αμινοξέων μεταξύ των C1 και 
C1b υποτμημάτων που αποτελούν το μοτίβο πρόσδεσης σε ακτίνη [101].  
 
 
Σχήμα 4. Απεικόνιση της δομής της PKCε ισομορφής [100].  
 
1.5.2. Ενεργοποίηση 
Όπως αναφέρθηκε, απουσία των ενεργοποιητικών συμπαραγόντων, η 
καταλυτική περιοχή των PKC αυτοαναστέλλεται από ένα μοτίβο αλληλουχίας 
που λειτουργεί ως ψευδοϋπόστρωμα και βρίσκεται στη ρυθμιστική περιοχή 
[102]. Αυτό, μοιάζει στην κοινή αλληλουχία υποστρώματος με θέσεις 
φωσφορυλίωσης της πρωτεϊνικής κινάσης C, καταλαμβάνει το ενεργό κέντρο 
της κινάσης αλλά δεν έχει κατάλοιπο Ser ούτε Thr για φωσφορυλίωση. Οι 
φορβικοί εστέρες όπως το TPA, γνωστό και ως PMA (phorbol 12-myristate 
13-acetate) είναι ισχυροί ενεργοποιητές των c/n αλλά όχι των aPKCs [103]. 
Υπό φυσιολογικές συνθήκες η ενεργοποίηση των PKC συμβαίνει ως 
απόκριση σε αυξητικούς παράγοντες. Είναι γνωστό ότι οι α- αδρενεργικοί 
υποδοχείς είναι οι κύριοι ενεργοποιητές της φωσφολιπάσης C μέσω των Gq 
πρωτεϊνών. Μετά την ενεργοποίησή της η φωσφολιπάση C (PLC) παράγει, 
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από τα λιπίδια της πλασματικής μεμβράνης, DAG και τριφωσφορική ινοσιτόλη 
(IP3). Η DAG ενεργοποιεί c/nPKC, ενώ η IP3 απελευθερώνει Ca
2+ από τις 
κυτταρικές αποθήκες το οποίο με τη σειρά του ενισχύει την ενεργοποίηση των 
cPKC [91]. Εκτός από την PLC έχει προταθεί ότι υπάρχουν και άλλα 
μεμβρανικά φωσφολιπίδια, ειδικά τα φωσφολιπίδια χολίνης που παράγονται 
από τις φωσφολιπάσες D και Α2 [103], που μπορεί να παίρνουν μέρος στη 
μεταγωγή σήματος, παρατείνοντας τη δράση των PKC σε μακροπρόθεσμες 
αποκρίσεις όπως στον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση.  
Πρόσφατες μελέτες [100, 104] έδειξαν ότι η ενεργοποίηση της PKCε 
είναι δυνατή και με την ενεργοποίηση β-αδρενεργικών υποδοχέων, μέσω ενός 
νέου μονοπατιού PLC που περιλαμβάνει τον Epac, έναν cAMP-
ενεργοποιούμενο παράγοντα ανταλλαγής (cAMP-activated exchange factor) 
των μικρών GTPασών της οικογένειας Rap [105, 106]. Μέχρι τώρα, καμία 
άλλη PKC ισομορφή δεν έχει δειχθεί ότι μπορεί να ενεργοποιηθεί μέσω αυτού 
του μονοπατιού.  
 
1.5.3. Ρύθμιση Ενεργοποίησης 
Μηχανιστικά, πρόσδεση δευτερογενών αγγελιοφόρων ή αλλοστερικών 
ρυθμιστών στα C1/C2 τμήματα της ρυθμιστικής περιοχής έχει σαν 
αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση της PKC, αφήνοντας το ενεργό κέντρο 
προσιτό στις υποστρωματικές πρωτεΐνες, την αλληλεπίδραση με την 
πλασματική μεμβράνη και τελικά την ενεργοποίηση [93, 95]. Ο συσχετισμός 
με τη μεμβράνη, και έτσι η ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C, 
ελέγχονται από τους συμπαράγοντες Ca2+, DAG και φωσφατιδυλσερίνη. Ένας 
ειδικός ρόλος ανατίθεται στην ένταση και τη συχνότητα των σημάτων του Ca2+ 
και της DAG. Πρόσδεση του Ca2+ στη C2 περιοχή οδηγεί σε αυξημένο 
συσχετισμό με τη μεμβράνη και σε ενεργοποίηση απαλλάσσοντας το ενεργό 
κέντρο από το ψευδοϋπόστρωμα. Περαιτέρω ενεργοποίηση συμβαίνει με 
πρόσδεση της DAG στη C1 περιοχή και πρόσδεση της φωσφατιδυλσερίνης 
στην C2 περιοχή, προσδέτες που λειτουργούν ως άγκυρα για το συσχετισμό 
με τη μεμβράνη. Η χρησιμοποίηση των δύο περιοχών C1 και C2 που 
στοχεύουν στη μεμβράνη βοηθά να εξασφαλιστεί υψηλή συγγένεια, 
εξειδίκευση και ρύθμιση της μεμβρανικής αλληλεπίδρασης. 
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Οι PKCs ρυθμίζονται, επίσης, από συγκεκριμένα γεγονότα 
φωσφορυλίωσης που «ετοιμάζουν» την κινάση για ενεργοποίηση. Υπάρχουν 
τρείς ξεχωριστές θέσεις φωσφορυλίωσης στην καταλυτική περιοχή της 
κινάσης οι οποίες έχουν εξαιρετικά συντηρημένες αλληλουχίες και 
περιβάλλονται από κατάλοιπα σερίνης/θρεονίνης [106, 107]. Συγκεκριμένα, 
όπως σε όλες τις AGC κινάσες, η πρώτη φωσφορυλίωση συμβαίνει στο 
βρόχο ενεργοποίησης (activation loop) και η φωσφορυλίωση, αυτή, βοηθά να 
ευθυγραμμιστούν τα κατάλοιπα του ενεργού κέντρου. Η PDK1 
(phosphoinositide dependent kinase 1) έχει δειχθεί ότι φωσφορυλιώνει 
θρεονίνες (Thr) στο βρόχο ενεργοποίησης σχεδόν όλων των PKC ισομορφών 
(Thr566 στην PKCε) [108] και επιπλέον Thr και σερίνες (Ser) στο μοτίβο turn 
(turn motif, ένα κατάλοιπο SerThr πλαισιωμένο από ένα κατάλοιπο προλίνης, 
Thr710 στην PKCε). Επίσης, κατάλοιπα στο C-τελικό υδροφοβικό μοτίβο των 
c/nPKCs (Ser729 στην PKCε) συχνά φωσφορυλιώνονται από το mTORC2 
complex [109]. Οι φωσφορυλιώσεις, αυτές, η ακολουθία των οποίων 
εξαρτάται από την κατάληψη του ενεργού κέντρου από ATP [110], 
σταθεροποιούν την ενεργή διαμόρφωση των PKCs και έχουν ως αποτέλεσμα 
μια πλήρως «έτοιμη» κινάση για ενεργοποίηση. Επιπρόσθετες αυτο- ή trans- 
φωσφορυλιώσεις από άλλες PKC ισομορφές μπορεί να έχουν μικρότερες 
επιδράσεις όπως διαφοροποίηση της καταλυτικής ενεργότητας, πρωτεϊνική 
σταθεροποίηση ή δέσμευση σε άλλες πρωτεΐνες [109]. Συγκεκριμένα για την 
PKCε, φωσφορυλίωση του καταλοίπου Ser368 στη ρυθμιστική περιοχή από 
cPKCs υποδηλώνει υψηλό επίπεδο λειτουργικής διασταυρούμενης 
επικοινωνίας (crosstalk) μεταξύ των μελών της οικογένειας των PKC [111].  
 
1.5.4. Υποκυτταρικός Εντοπισμός 
Οι PKCs απαντώνται σε πολλά κυτταρικά διαμερίσματα όπως η 
πλασματική μεμβράνη, τα μιτοχόνδρια [112, 113], τα ενδοσώματα [114, 115], 
το Golgi [116] και ο πυρήνας [117]. Ο εντοπισμός τους καθορίζεται από τα 
ικριώματα στα οποία συμμετέχουν, αλλά και από την εγγενή πληροφορία που 
περιέχει κάθε ισομορφή, όπως σήμα πυρηνικού εντοπισμού ή πυρηνικής 
εξόδου (NLS/NES). Ένας τρόπος κυτταρικής μετατόπισης των PKC είναι η 
ενεργοποίησή τους. Για παράδειγμα, μετά από ενεργοποίηση από DAG, οι 
c/nPKCs μετατοπίζονται από το κυτταρόπλασμα στην πλασματική μεμβράνη 
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[118]. Βέβαια, οι διάφορες ισομορφές παρουσιάζουν ιστο-ειδικές λειτουργίες 
και μάλιστα, ακόμα και στο ίδιο κύτταρο, μετά από ενεργοποίηση από 
φορβικούς εστέρες, μετατοπίζονται σε διαφορετικά κυτταρικά οργανίδια [119]. 
Είναι ενδιαφέρον ότι ο εντοπισμός των PKC εκτός από τον ιστό, το κύτταρο 
και τον τύπο της διέγερσης εξαρτάται και από τη λιπιδική σύσταση της 
πλασματικής μεμβράνης, η οποία μπορεί να μεταβάλλεται με διαιτητικές 
αλλαγές [120]. Όλες αυτές οι διαφορές που εξαρτώνται από μοντέλα και 
ειδικές συνθήκες κάνουν αδύνατη την ολοκληρωμένη ανασκόπηση στον 
εντοπισμό των PKC και συστήνουν ιδιαίτερη προσοχή στην αναγωγή 
ευρημάτων ενός συστήματος σε άλλες συνθήκες ή συστήματα.  
 
1.5.5. Λειτουργία 
Με την οξεία και αναστρέψιμη μετα-μεταφραστική τροποποίηση της 
φωσφορυλίωσης οι PKCs ρυθμίζουν την ενεργότητα και τον υποκυτταρικό 
εντοπισμό πολλών πρωτεϊνικών υποστρωμάτων τους. Άλλωστε, οι PKCs 
εντοπίζονται σε πολλαπλά κυτταρικά διαμερίσματα, φωσφορυλιώνοντας μια 
πληθώρα υποστρωμάτων συμπεριλαμβανομένων μεταγραφικών 
παραγόντων, υποδοχέων, κανάλια ιόντων, και κυτταροσκελετικών πρωτεϊνών 
[83, 93, 96, 99, 122]. Σε πολλές περιπτώσεις, όμως, οι αποδείξεις για άμεση, 
in vivo φωσφορυλίωση υποστρωμάτων από PKC είναι περιορισμένες κι έτσι 
πολλά μόρια θεωρούνται έμμεσοι στόχοι. Οι PKCs δρουν, επίσης, και ως 
ικριώματα αφού αλληλεπιδρούν με πολλές πρωτεΐνες ανεξάρτητα από την 
ενεργότητα κινάσης τους [122, 123]. 
Μηχανιστικά και φαρμακολογικά σημαντικές πρωτεΐνες που συνδέονται 
σε PKC είναι οι RICKs (Receptors for Inactive C-Kinases) που λειτουργούν 
πριν την ενεργοποίηση των PKC και περιορίζουν την πρόσβαση σε 
υποστρώματα και μεμβράνη, και οι RACKs (Receptors for Activated C-
Kinases), οι οποίες σταθεροποιούν την αλληλεπίδραση των ενεργοποιημένων 
PKC με την πλασματική μεμβράνη [124]. Μελέτες της Mochly-Rosen και των 
συνεργατών της στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ PKC και RACK έχουν δείξει ότι 
μπορούν να σχεδιαστούν με ακρίβεια ειδικοί ενεργοποιητές ή αναστολείς 
όλων των ισομορφών. Πρόκειται για πεπτίδια 7-8 αμινοξέων για κάθε PKC ή 
για τα αντίστοιχα RACKs [125, 126]. Έτσι, τα πεπτίδια εV1-2 και ψεRACK, 
ειδικός αναστολέας και ενεργοποιητής, αντίστοιχα, για την PKCε και ανάλογα 
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πεπτίδια για άλλες PKC ισομορφές, έχουν χρησιμοποιηθεί σε πολλές μελέτες 
με μεγάλη επιτυχία [127-129]. Εκτός από την ενεργότητα κινάσης Ser/Thr οι 
PKCs παρουσιάζουν, ακόμη, ενεργότητα ATPάσης και φωσφατάσης. Το 
ένζυμο καταλύει μια εξαρτώμενη από συμπαράγοντες και προερχόμενη από 
υπόστρωμα υδρόλυση του ATP [130] αλλά σε περίσσεια ADP η αντίδραση 
αντιστρέφεται (δρα ως φωσφατάση) [102].  
 
 
1.6. Συμμετοχή της PKCε ισομορφής στη Λειτουργία και τη 
Διαφοροποίηση του Νευρικού Συστήματος 
 
1.6.1. PKCε και Νευρικό Σύστημα 
Πειράματα ανοσοϊστοχημείας και in situ υβριδοποίησης δείχνου ότι η 
PKCε εκφράζεται άφθονα στον υποθάλαμο, τα οσφρητικά φυμάτια (olfactory 
tubercle) και της νησίδες Calleja, ενώ, παρουσιάζει μεσαία επίπεδα έκφρασης 
στον εγκεφαλικό φλοιό, τον πρόσθιο οσφρητικό πυρήνα (anterior olfactory 
nucleus), τον επικλινή πυρήνα (accumbens nucleus), τον πλάγιο 
διαφραγματικό πυρήνα (lateral septal nucleus), και σε δομές του ραβδωτού 
σώματος (striatum) του εγκεφάλου [131]. Τα υψηλά επίπεδα έκφρασης της 
PΚCε στον εγκέφαλο, σε σύγκριση με άλλους ιστούς όπως η καρδιά και οι 
νεφροί, υποδεικνύουν ότι η συγκεκριμένη ισομορφή παίζει σημαντικό ρόλο 
στο νευρικό σύστημα. Πράγματι, η PKCε εμπλέκεται σε πολλές και σημαντικές 
διαδικασίες του κεντρικού αλλά και του περιφερικού νευρικού συστήματος, 
όπως αναφέρονται παρακάτω.  
Η PKCε είναι παρούσα στα τερματικά των νευρώνων και εντοπίζεται 
στις προ-συνάψεις των βρυωδών ινών (mossy fibers), εντοπισμός συνεπής 
με το ρόλο της στη μακροπρόθεσμη ενδυνάμωση (Long-Term Potentiation, 
LTP) των MF-CA3 συνάψεων πυραμιδικών κυττάρων [131, 132]. Πραγματικά, 
η PKCε των νευρικών τερματικών εμπλέκεται στην εξαρτώμενη από 
φορβικούς εστέρες ενίσχυση της εξωκύττωσης γλουταμικού οξέως [133] 
καθώς και την συναπτική ενδυνάμωση [134]. Η προσυναπτική PKCε είναι, 
επίσης, σημαντική για τη συναπτική ωρίμανση [135].  
Ένας ακόμη ρόλος που έχει αποδοθεί στην PKCε, είναι η 
διαμεσολάβηση της στις δράσεις της αιθανόλης. Συγκεκριμένα, έχει δειχθεί ότι 
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η ρυθμιζόμενη έκφραση της PKCε στον πρόσθιο εγκέφαλο, την αμυγδαλή και 
την παρεγκεφαλίδα μυών, στους οποίους έχει αποσιωπηθεί η PKCε, σώζει 
από την υπερευαισθησία και αποκαθιστά την κατανάλωση αιθανόλης [136]. 
Η εμπλοκή της PKCε στην ισχαιμική προετοιμασία (preconditioning) 
εδραιώθηκε σε καρδιακά κύτταρα, με τη χρήση ειδικών πεπτιδικών 
ενεργοποιητών και αναστολέων [137, 138], και επιβεβαιώθηκε με μοντέλα 
γονιδιακής αποσιώπησης σε μύες (PKCε knockout mice) [139]. Παρόλο που 
τα αποτελέσματα, αυτά, αποκτήθηκαν σε ένα μη νευρικό σύστημα, η δράση 
της PKCε είναι παρόμοια και στους νευρώνες. Ειδικότερα, ο ρόλος της PKCε 
στη νευρική προετοιμασία (neural preconditioning) εξετάστηκε με τη χρήση 
ειδικών πεπτιδικών ενεργοποιητών και αναστολέων σε τομές ιππόκαμπου 
[140, 141] και πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων [142, 143]. Σύμφωνα με 
αυτές τις μελέτες η ενεργοποίηση της PKCε είναι απαραίτητη για την 
εξαρτώμενη από NMDA και υποδοχέα της αδενοσίνης νευρική προετοιμασία. 
Ο μηχανισμός, όμως, της PKCε-μεσολαβούμενης προετοιμασίας δεν είναι 
γνωστός αν και έχει προταθεί ότι σχετίζεται με την ERK [141]. Γίνεται, λοιπόν, 
κατανοητό ότι η PKCε μπορεί να έχει προστατευτικό ρόλο σε περίπτωση 
εγκεφαλικού επεισοδίου.  
Εκτός από τους νευρώνες του ΚΝΣ, η PKCε εντοπίζεται και σε 
περιφερικούς νευρώνες όπως τους αλγαισθητικούς (nociceptive neurons). 
Μάλιστα, η PKCε έχει αναφερθεί ότι παίζει κύριο και εξαιρετικά ειδικό ρόλο 
στην αλγαισθητική ευαισθητοποίηση [144, 145] και μπορεί να αποτελέσει 
θεραπευτικό στόχο για τον έλεγχο του υποδοχέα της καψαϊκίνης (capsaicin 
receptor, TRPV1) και τον πόνο [146, 147]. Άλλες λειτουργίες που φαίνεται να 
εμπλέκεται η PKCε είναι στη ρύθμιση των καναλιών Na+ σε νευρώνες 
ιππόκαμπου [148] (μελέτες σε knockout μύες) και στην εξαρτώμενη από 
φορβικούς εστέρες έκκριση της πρόδρομης πρωτεΐνης του β-αμυλοειδούς (b-
amyloid precursor protein) [149]. 
 
1.6.2. PKCε και Διαφοροποίηση Νευρικών κυττάρων 
Πολλές μελέτες σε κυτταρικές σειρές νευρικής προέλευσης αλλά και σε 
πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων έχουν συσχετίσει τις περισσότερες PKC 
ισομορφές με τους μηχανισμούς της κυτταρικής επιβίωσης και 
διαφοροποίησης [150-153]. Στην πλειονότητά τους οι PKCs έχει αποδειχθεί 
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ότι έχουν θετικό ρόλο στη νευριτική ανάπτυξη, εν τούτοις, μια πρόσφατη 
μεγάλου βαθμού ανάλυση σε νευρώνες ιππόκαμπου έδειξε ότι οι PKCι και 
PKCη σκόραραν ως ικανοί αρνητικοί ρυθμιστές της νευριτικής ανάπτυξης 
[154]. Η PKCε, όμως, είναι η ισομορφή που σχετίζεται πολύ ειδικά με τη 
διαφοροποίηση των νευρώνων του ΚΝΣ και του ΠΝΣ [99, 121, 150, 151, 
153). Για την ακρίβεια, στον αναπτυσσόμενο εγκέφαλο όρνιθας είναι η βασική 
ισομορφή που απαντάται σε πρώιμους μετα-μιτωτικούς νευρώνες μόλις 
αρχίζουν να διαφοροποιούνται [150]. Έτσι, έχει προταθεί ότι η PKCε 
εμπλέκεται στη λειτουργία των νευριτών. Βρέθηκε ότι η υπερέκφραση της 
PKCε προάγει την εξαρτώμενη από νευρικό αυξητικό παράγοντα, NGF, 
νευριτική ανάπτυξη, ενώ η καταστολή της την μπλοκάρει [151]. Ενδιαφέρον 
παρουσιάζει το γεγονός ότι το φαινόμενο αυτό είναι ανεξάρτητο της 
καταλυτικής της ενεργότητας αφού έκφραση μόνον της ρυθμιστικής περιοχής 
έχει το ίδιο αποτέλεσμα [155]. Ο Zeidman και οι συνεργάτες του [156] έδειξαν 
ότι το σημείο πρόσδεσης σε ακτίνη, που βρίσκεται μεταξύ των C1A και C1B 
τμημάτων, είναι σημαντικό για τις μορφολογικές αλλαγές στους νευρώνες. 
Μηχανιστικά, η PKCε ενεργοποιείται από ορμόνες και διαβιβαστές, 
συμπεριλαμβανομένου και του NGF, αλλάζει διαμόρφωση, και μετατοπίζεται 
στη μεμβράνη. Εκεί, αλληλεπιδρά με ακτίνη, RhoGAP και PIP2 και προάγει τη 
νευριτική ανάπτυξη μέσω αναστολής του RhoA-ROCK μονοπατιού, 
ενεργοποίησης του Cdc42 και κυτταροσκελετικών αναδιατάξεων [157-160]. 
Ενδιαφέρον παρουσιάζει ότι η PKCε ρυθμίζει, ως ένα βαθμό, και τη 
διαφοροποίηση των αστροκυττάρων [161]. Τα πολυδύναμα πρόδρομα 
νευρικά κύτταρα διαφοροποιούνται σε αστροκύτταρα μετά από επώαση με 
TPA και υπερέκφραση της PKCε, διαδικασία που παρεμποδίζεται με 
υπερέκφραση μιας μεταλλαγμένης, ανεπαρκούς ως προς την ενεργότητα 
κινάσης, μορφής της [161]. 
 
 
1.7. PKCε και Ογκογένεση 
 
Λαμβάνοντας υπόψη την πληθώρα υποστρωμάτων που 
φωσφορυλιώνουν σε ξεχωριστά στάδια διαφόρων μονοπατιών μεταγωγής 
σήματος, γίνεται αντιληπτό ότι οι PKCs ελέγχουν πολλαπλές λειτουργίες στο 
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κύτταρο. Έχει δειχθεί ότι οι PKCs εμπλέκονται στην απευαισθητοποίηση 
υποδοχέων, τροποποιούν μεμβρανικά γεγονότα, ρυθμίζουν τη μεταγραφή 
γονιδίων, μεσολαβούν σε ανοσολογικές αποκρίσεις, ελέγχουν την κυτταρική 
ανάπτυξη και σχετίζονται με τη μάθηση και τη μνήμη. Πολλές μελέτες έχουν 
δείξει ότι οι PKCs συνδέονται και με την καρκινογένεση. Άλλωστε, οι 
καρκινικοί υποκινητές (π.χ. TPA) επιφέρουν παρατεταμένη ενεργοποίηση του 
ενζύμου [162]. Η συνεχής ενεργοποίηση των PKCs έχει προταθεί ότι 
επηρεάζει μακροπρόθεσμα το κύτταρο, μεταβάλλοντας τον πολλαπλασιασμό, 
τη διαφοροποίηση και την απόπτωση, διαδικασίες που σχετίζονται άμεσα με 
τη δημιουργία νεοπλασίας [163]. Επιπλέον, έχει διαπιστωθεί ότι η δημιουργία 
μιας κακοήθειας μπορεί να διευκολύνεται είτε μέσω ενεργοποίησης 
συγκεκριμένων PKC ισομορφών είτε μέσω διαφορετικού προφίλ έκφρασης σε 
σύγκριση με τον αρχικό υγιή ιστό. Μάλιστα, το προφίλ αυτό μπορεί να 
μεταβληθεί ανάλογα με το στάδιο στο οποίο βρίσκεται ο όγκος [164-166].   
Για την PKCε, συγκεκριμένα, πολλές μελέτες έχουν διερευνήσει την 
εμπλοκή της στις διαδικασίες κυτταρικού πολλαπλασιασμού και ογκογένεσης. 
Άλλωστε η PKCε είναι η πρώτη ισομορφή που αποδείχθηκε ότι σε κάποιους 
ιστούς συμπεριφέρεται σαν ογκοπρωτεΐνη [167, 168]. Η πρώτη ένδειξη ότι η 
PKCε μπορεί να εμπλέκεται στην ανάπτυξη κακοήθειας ήρθε από τη μελέτη 
του Baxter και των συνεργατών του που έδειξαν ότι η συγκεκριμένη ισομορφή 
είναι συνεχώς ενεργή σε κυτταρική σειρά μικροκυτταρικού καρκίνου του 
πνεύμονα [169]. Λίγο αργότερα, μελέτες έδειξαν ότι υπερέκφραση της PKCε 
σε κυτταρικές σειρές ινοβλαστών, από άνθρωπο και επίμυ, προκαλεί 
ανεξέλεγκτη κυτταρική αύξηση, ανάπτυξη σε μαλακό άγαρ, και δημιουργία 
όγκων σε γυμνά ποντίκια (nude mice) [167, 168]. Η ενεργοποίηση της PKCε 
μελετήθηκε και σε μοντέλο ξενομοσχεύματος όπου και βρέθηκε ότι είναι 
ογκογόνος παράγοντας και σε επιθηλιακά κύτταρα του παχέως εντέρου [170, 
171]. Η PKCε έχει, ακόμα, σχετιστεί και με άλλες μορφές καρκίνου όπως ο 
καρκίνος του προστάτη [172], του μαστού [173], των νεφρών [174], και το 
ακανθωκυτταρικό καρκίνωμα του δέρματος [175]. Κανείς θα πίστευε ότι η 
PKCε οφείλει την ογκογόνα δραστηριότητά της αποκλειστικά στην καταλυτική 
της ενεργότητα, ωστόσο, και η ρυθμιστική περιοχή της μπορεί να εμπλακεί και 
μάλιστα ανεξάρτητα από την καταλυτική. Με τη χρήση αμοιβαίων χιμαιρών, 
(reciprocal chimeras) των ρυθμιστικών και καταλυτικών περιοχών της PKCε, 
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δείχθηκε ότι τόσο η καταλυτική όσο και η ρυθμιστική περιοχή προάγει τον 
καρκινικό μετασχηματισμό των NIH 3T3 ινοβλαστών, εντούτοις, μόνο η 
καταλυτική περιοχή είναι υψηλής σημασίας για την προκαλούμενη από PKCε 
ογκογένεση σε γυμνά ποντίκια [176]. Επίσης, η N-τελική περιοχή της PKCε, 
που περιέχει μέρος της ρυθμιστικής περιοχής της, έχει σχετιστεί με τον 
καρκίνο του θυρεοειδή [177].  
Εκτός από τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό, η διαταραχή της 
κυτταρικής προσκόλλησης και κινητικότητας είναι βασικά στοιχεία ενός 
μεταστατικού φαινοτύπου. Η ικανότητα του καρκινικού κυττάρου να 
μεταναστεύει είναι ουσιώδης για την εισβολή του όγκου σε παρακείμενους 
ιστούς αλλά και την εξάπλωση σε μακρινά σημεία. Είναι, πλέον, αποδεκτό ότι 
η PKCε σχετίζεται με τη διείσδυση και τη μετάσταση των όγκων. 
Συγκεκριμένα, οι NIH 3T3 ινοβλάστες που υπερεκφράζουν PKCε είναι 
διεισδυτικοί και παρουσιάζουν μια πολωμένη μορφολογία [178]. Επίσης, 
αποσιώπηση της PKCε με RNAi μειώνει την in vitro διεισδυτικότητα και 
κινητικότητα [173, 179], και σε προ-κλινικό ζωικό μοντέλο καρκίνου του 
μαστού παρεμποδίζει τη μετάσταση στον πνεύμονα [173]. Η συσχέτιση, αυτή, 
φαίνεται λογική μιας και στη ρυθμιστική περιοχή της PKCε υπάρχει μια θέση 
πρόσδεσης σε ακτίνη και η άμεση αλληλεπίδραση της PKCε με τον 
κυτταροσκελετό είναι απαραίτητη για την καρκινική διεισδυτικότητα και 
μεταστατικότητα in vitro και in vivo [178].  
Όσον αφορά στους καρκίνους του νευρικού συστήματος, τα επίπεδα 
της PKCε έχουν βρεθεί ανεβασμένα σε πρωτογενείς, υψηλού βαθμού (high 
grade), αστρογλοιακούς, εγκεφαλικούς όγκους [180] αλλά και σε 
αστροκυτταρικές κυτταρικές σειρές που προέρχονται από καρκίνους του 
εγκεφάλου. Επιπλέον, υπερέκφραση κυρίαρχα αρνητικής PKCε μορφής 
παρεμπόδισε τον πολλαπλασιασμό των U-373MG κυττάρων 
γλοιοβλαστώματος [181]. Υπό το πρίσμα της κυτταρικής κινητικότητας, η 
PKCε έχει δειχθεί ότι προάγει την κυτταρική μετανάστευση σε κύτταρα 
γλοιώματος [182, 183]. Μάλιστα, σε δοκιμασίες προσκόλλησης, τα κύτταρα 
που υπερεκφράζουν PKCε προσκολλούνταν σε λαμινίνη, βιτρονεκτίνη και 
φιμπρονεκτίνη σε μικρότερους αριθμούς από τους μάρτυρες [183]. Η 
υπερέκφραση της PKCε είναι, επίσης, υπεύθυνη για τη δημιουργία 
ελασματοποδίων (lamellipodia). 
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Ένας, ακόμη, τρόπος που έχει προταθεί ότι η PKCε συνεισφέρει στην 
ογκογένεση είναι μέσω παρεμπόδισης του κυτταρικού θανάτου-
χαρακτηρίζεται, μάλιστα, ως κινάση επιβίωσης. Πειραματικά δεδομένα έχουν 
δείξει ότι η PKCε φαίνεται να αλλάζει τον υποκυτταρικό εντοπισμό της (πιθανή 
ενεργοποίηση) κατά τη διάρκεια της απόπτωσης [184], ενώ υπερέκφρασή της 
σε εμβρυϊκούς ινοβλάστες επίμυος παρεμποδίζει την προκαλούμενη από 
cisplatin απόπτωση [185]. Τέλος, εισαγωγή κυρίαρχα αρνητικής μορφής ή 
αναστολή της λειτουργίας του γονιδίου της (knockdown) PKCε καθιστά τα 
κύτταρα γλοιοβλαστώματος ευαίσθητα σε απόπτωση.  
Δεκαετίες πειραμάτων έχουν δείξει, με σαφήνεια, ότι οι PKC ισομορφές 
έχουν διαφορετικούς, πολύπλοκους και πολλές φορές αντίθετους ρόλους στη 
δημιουργία και ανάπτυξη όγκων. Για παράδειγμα, υπερέκφραση της PKCβI σε 
ινοβλάστες επίμυος είχε ως αποτέλεσμα το μετασχηματισμό των κυττάρων, 
την ανεξάρτητη από προσκόλληση ανάπτυξή τους και τελικά τη δημιουργία 
όγκων σε γυμνούς μύες [186]. Ενώ, υπερέκφραση της ίδιας ισομορφής, έκανε 
τα κύτταρα του καρκίνου του παχέως εντέρου λιγότερο ικανά να σχηματίζουν 
όγκο σε γυμνούς μύες [187, 188]. Μια ακόμα ισομορφή για την οποία 
υπάρχουν αντικρουόμενα πειραματικά ευρήματα είναι η PKCδ. Πολλές 
πειραματικές μελέτες, συμπεριλαμβανομένων και ζωικών μοντέλων καρκίνου 
του δέρματος [189], υποστηρίζουν ότι η PKCδ είναι ένα αντι-
πολλαπλασιαστικό μόριο. Μάλιστα, έχει δειχθεί ότι η έκφραση της PKCδ 
μπορεί να επαναστρέψει μετασχηματισμένα επιθηλιακά κύτταρα του παχέως 
εντέρου προς τον φαινότυπο του αγρίου τύπου [190] Σε αντίθεση με αυτές τις 
μελέτες, άλλα εργαστήρια έδειξαν ότι η PKCδ προάγει την επιβίωση των 
κυττάρων του καρκίνου του μαστού και του πνεύμονα [191, 192]. Ακόμα και 
για την PKCε, τη χαρακτηριζόμενη ως ογκοπρωτεΐνη, υπάρχουν 
αντικρουόμενα στοιχεία. Η Ν-τελική περιοχή της PKCε, που περιέχει μέρος 
της ρυθμιστικής περιοχής, έχει σχετιστεί με την θυρεοειδική ογκογένεση [177]. 
Σε θυλακιώδες θυρεοειδές καρκίνωμα, το γονίδιο της PKCε είναι 
πολλαπλασιασμένο και αναδιατεταγμένο και προκαλεί υπερέκφραση μιας 
κολοβής πρωτεΐνης (Tr-PKCε), που δρα ως κυρίαρχα αρνητική μορφή στην 
ενεργοποίηση της αγρίου τύπου PKCε. Υπερέκφραση της Tr-PKCε 
προκάλεσε αύξηση στην πυκνότητα κορεσμού (saturation density) και μείωση 
στην απόπτωση αλλά δεν είχε καμία επίδραση στην, ανεξάρτητη από 
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προσκόλληση, ανάπτυξη ή τη δημιουργία όγκων. Τα αποτελέσματα, αυτά, 
προτείνουν ότι ο κυτταρικός μετασχηματισμός και η καρκινογένεση μπορεί να 
είναι ασύνδετα. Ωστόσο, στους καρκίνους του θυρεοειδούς, παρόλο που τα 
επίπεδα της πρωτεΐνης ήταν σημαντικά μειωμένα, δε βρέθηκαν μεγάλης 
κλίμακας γονιδιακές αναδιατάξεις στο γονίδιο της PKCε, σε σύγκριση με υγιείς 
ιστούς [165]. Έτσι, παραδόξως, μειωμένη έκφραση της PKCε σχετίζεται με 
την καρκινογένεση του θυρεοειδή. Αυτές οι ασυμφωνίες αποκαλύπτουν την 
πολυπλοκότητα των PKC ισομορφών στο πλαίσιο της ογκογένεσης. Η 
άφθονη βιβλιογραφία επί του θέματος καθιστά σαφές ότι η λειτουργία των 
PKCs γενικά, αλλά και της PKCε ειδικά, στην ογκογένεση εξαρτάται σημαντικά 
από το μελετώμενο ιστό και για αυτό θα πρέπει να εξετάζεται στο κατάλληλο 
κυτταρικό περιβάλλον.  
Όπως αναλύθηκε παραπάνω η PKCε πραγματοποιεί πολλές από τις 
λειτουργίες της στον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση στο ΚΝΣ μέσω 
ενεργοποίησης των Ras GTPασών, μιας και τα συγκεκριμένα μόρια 
εμπλέκονται σε μονοπάτια μεταγωγής σήματος που ελέγχουν τις δύο αυτές 
κυτταρικές διεργασίες. Η νευροϊνιδίνη, η σημαντικότερη RasGAP, αποτελεί 
εξαιρετικό κάτωθεν στόχο της PKCε στο Ras/Raf/MAPK μονοπάτι. Η 
αλληλεπίδραση της PKCε με την νευροϊνιδίνη πιθανώς παίζει ρόλο κλειδί στη 
ρύθμιση μηχανισμών ογκογένεσης του νευρικού συστήματος. Άλλωστε η 
νευροϊνιδίνη ως ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη έχει συνδεθεί άμεσα με τη 
δημιουργία όγκων στη Νευροϊνωμάτωση τύπου 1, μια συχνή, 




1.8. Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 και γονίδιο NF1 
 
1.8.1. Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 
Η Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 (Neurofibromatosis type 1, NF-1) ή 
αλλιώς ασθένεια του von Recklinghausen, είναι μία γενετική νόσος που 
προσβάλει το νευρικό σύστημα και παρουσιάζει πληθώρα κλινικών 
εκδηλώσεων και ποικίλη εξέλιξη [193]. Αποτελεί μία από τις συχνότερες, 
επικρατώς κληρονομούμενες ασθένειες, με συχνότητα επίπτωσης 1:3000-
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3500 παγκοσμίως, δεν εξαρτάται από εθνικά και φυλετικά χαρακτηριστικά, 
ενώ, προσβάλλει εξίσου τα δύο φύλα [194]. Κληρονομείται με τον αυτοσωμικό 
επικρατή τρόπο, αλλά στο 50% των ασθενών παρατηρούνται νέες 
μεταλλάξεις [195].  
Oι ασθενείς με NF-1 εμφανίζουν χαρακτηριστικές μελαγχρωστικές 
ανωμαλίες στις οποίες περιλαμβάνονται καφεγαλακτόχροες δερματικές 
κηλίδες, φακίδωση των δερματικών πτυχών και αμαρτώματα της ίριδας ή 
οζίδια του Lisch [196]. Επιπροσθέτως, ποσοστό μεγαλύτερο του 50% των 
παιδιών με NF-1 αναπτύσσουν μαθησιακές δυσκολίες [197]. Στον πίνακα 3 
αναφέρονται τα διεθνή διαγνωστικά κριτήρια των Εθνικών Ινστιτούτων Υγείας 
(National Institutes of Health, ΝΙΗ) για τη διάγνωση της NF-1. 
 
Έξι ή περισσότερες καφεγαλακτόχροες 
κηλίδες μέγιστης διαμέτρου άνω των 5 
mm σε προεφηβικούς ασθενείς και άνω 
των 15 mm σε άτομα μετεφηβικής 
ηλικίας 
Δύο ή περισσότερα νευροϊνώματα 
οποιουδήποτε τύπου ή ένα ή περισσότερα 
πλεγματοειδή νευροϊνώματα 
Μασχαλιαία ή βουβωνική φακίδωση 
Ένας όγκος της οπτικής οδού (οπτικό 
γλοίωμα) 
Μία διακριτή οστική αλλοίωση, όπως 
δυσπλασία του σφηνοειδούς οστού ή 
λέπτυνση του φλοιού μακρών οστών (με ή 
χωρίς ψευδάρθρωση) 
Ένα συγγενή πρώτου βαθμού με 
Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 
 
Πίνακας 3. Διεθνή διαγνωστικά κριτήρια των NIH για τη διάγνωση της 
NF-1. 
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Σοβαρές επιπλοκές της νόσου αποτελούν οι όγκοι του νευρικού 
συστήματος, ευδιάκριτες σκελετικές ανωμαλίες, καρδιαγγειακές 
δυσλειτουργίες και άλλοι τύποι κακοήθων νεοπλασιών, όπως το 
φαιοχρωμοκύττωμα και η χρόνια μυελογενής λευχαιμία [198]. Ο πιο συχνά 
συναπαντώμενος όγκος σε ασθενείς με NF-1 είναι τα νευροϊνώματα του 
περιφερικού νευρικού συστήματος, τα οποία αποτελούνται από κύτταρα 
Schwann, ινοβλάστες, περινευρικά και σιτευτικά (mast cells) κύτταρα [199]. 
Μοριακές αναλύσεις έχουν αποδείξει ότι τα νευροϊνώματα προέρχονται από 
κύτταρα Schwann τα οποία έχουν υποστεί απώλεια ετερωζυγωτίας στο 
γονίδιο της Νευροϊνωμάτωσης [200]. Τα επιδερμικά νευροΐνώματα 
χαρακτηρίζονται ως καλοήθη νεοπλάσματα, είναι συνήθως υποδόρια και 
σχετίζονται άμεσα με ένα περιφερικό νεύρο [199]. Ο αριθμός τους μπορεί να 
φτάσει από μερικές εκατοντάδες έως χιλιάδες και παρουσιάζονται στην 
πλειονότητα των ασθενών. Από την άλλη, τα πλεγματοειδή νευροϊνώματα, τα 
οποία παρουσιάζονται στο 1/3 των ασθενών με NF-1, εντοπίζονται σε 
μεγαλύτερο βάθος, είναι διάχυτα, σχετίζονται με πολλαπλά περιφερικά νεύρα, 
ενώ, στο 10% των περιπτώσεων μπορούν να υποστούν εξαλλαγή προς 
κακοήθεις όγκους των περιφερικών νευρικών ελύτρων (Malignant Peripheral 
Νerve Sheath Tumors, MPNSTs) [198]. 
Οι δεύτεροι πιο συχνά συναπαντώμενοι όγκοι σε ασθενείς με NF-1 
είναι τα γλοιοβλαστώματα του ΚΝΣ. Το γλοιοβλάστωμα της οπτικής οδού 
παρουσιάζεται στο 20% των παιδιών με NF-1, συνήθως μέχρι το έκτο έτος, 
και είναι ένα πιλοκυτταρικό αστροκύττωμα σχετικά περιγεγραμμένο με 
καλοήθη βιολογική συμπεριφορά, που όμως, συχνά, υποστρέφει [201]. Αν και 
είναι όγκος υψηλής διαφοροποίησης (WHO I), που δεν απαιτεί 
χημειοθεραπεία, πολλές φορές προκαλεί συμπτώματα, εξαιτίας της πίεσης 
που ασκεί στους ιστούς που προσβάλλει (οπτικό νεύρο, οπτικό χίασμα και 
υποθάλαμο), και έτσι τελικά απαιτείται ραδιοθεραπεία ή χημειοθεραπεία. 
Αυτοί οι ασθενείς, αλλά και άλλοι χωρίς αστροκυττώματα παιδικής ηλικίας, 
σαν ενήλικες πολύ συχνά παρουσιάζουν διηθητικά αστροκυττώματα ή 
γλοιοβλαστώματα (WHO ΙI-IV) με πολύ πτωχή πρόγνωση [202].  
Πρόσφατα, δείχτηκε ότι σε γλοιώματα του γενικού πληθυσμού, το 
ποσοστό μετάλλαξης του NF1 (40%) είναι περίπου σαν του υποδοχέα του 
επιδερμικού αυξητικού παράγοντα (EGFR) και παρουσιάζει 
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απενεργοποιητικές σωματικές μεταλλαγές ή ελλείψεις στο 23% των 
ανθρώπων που τα αναπτύσσουν [203], επιβεβαιώνοντας το σημαντικό ρόλο 
του γονιδίου της Νευροϊνωμάτωσης και καθιστώντας το NF1 ένα bona fide 
ογκοκατασταλτικό γονίδιο γλοιωμάτων (tumor suppressor gene, TSG). Μέχρι 
σήμερα θεραπεία για τη νόσο δεν έχει βρεθεί. Οι ασθενείς με NF-1 πρέπει να 
υπόκεινται σε τακτικές εξετάσεις, οι οποίες καθορίζουν την περαιτέρω 
διαχείριση των συμπτωμάτων και επιπτώσεων της ασθένειας. Σε περιπτώσεις 
καλοηθών όγκων, οι οποίοι συμπιέζουν εσωτερικά όργανα (φαινόμενα 
πίεσης), η αντιμετώπιση είναι χειρουργική. Τα γλοιοβλαστώματα στους 
ενήλικες ασθενείς είναι συνήθως διάχυτα και για αυτό ανεγχείρητα, ενώ, και 
για τους άλλους όγκους που εμφανίζονται σε ασθενείς με NF-1 όπως οι 
MPNSTs, τα φαιοχρωμοκυττώματα και οι όγκοι του γαστρεντερικού είναι 
ιδιαίτερα σημαντική η έγκαιρη διάγνωση και η ολική, ει δυνατόν, εκτομή τους 
πριν δώσουν μεταστάσεις ή εξαπλωθούν σε ζωτικούς ιστούς οπότε και 
καθίσταται αδύνατη η αφαίρεση τους [204].  
Η Νευροϊνωμάτωση στην Ελλάδα δεν έχει λάβει τη δέουσα προσοχή 
και ακόμα και όταν προκύπτουν νέες διαγνωστικές εξετάσεις και θεραπείες 
δεν διατίθενται άμεσα στους ασθενείς, που υπολογίζονται σε περισσότερα 
από 4000 άτομα. Επειδή, δε, ο φαινότυπος της νόσου ποικίλλει, οι ασθενείς 
συχνά διαγιγνώσκονται λανθασμένα, με τις μαθησιακές δυσκολίες των 
παιδιών να αναγνωρίζονται και να αντιμετωπίζονται ως δυσλεξία ή αυτισμός. 
Ακόμα, όμως, και μετά από κλινική διάγνωση της νόσου, δεν υπάρχει η 
δυνατότητα περαιτέρω μοριακού ελέγχου. Η αδυναμία θεραπείας της νόσου 
της Νευροϊνωμάτωσης τύπου 1 καθιστά προφανές ότι η μελέτη και περαιτέρω 
κατανόηση της παθολογίας της ασθένειας είναι ιδιαίτερα σημαντική για την 
εύρεση νέων θεραπευτικών προσεγγίσεων. Ιδιαίτερα σημαντική κρίνεται και η 
διαλεύκανση των μοριακών μηχανισμών δράσης και σηματοδότησης της 
πρωτεΐνης του γονιδίου της Νευροϊνωμάτωσης (νευροϊνιδίνη, neurofibromin), 
λόγω του ότι στο μέλλον μπορεί να αποφέρει νέες φαρμακολογικές θεραπείες 
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1.8.2. Το γονίδιο NF1 
Η Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 προκύπτει από μεταλλαγές στην 
αλληλουχία ενός ογκοκατασταλτικού γονιδίου του γονιδίου της 
Νευροϊνωμάτωσης τύπου 1 (Neurofibromatosis type 1 gene, NF1) το οποίο 
πήρε την ονομασία του από την ασθένεια που προκαλεί και εδράζεται στο 
μακρύ βραχίονα του ανθρώπινου χρωμοσώματος 17 (17q11.2) όπου 
αναγνωρίστηκε με κλωνοποίηση θέσης το 1990 [205]. Το NF1 γονίδιο διαθέτει 
60 εξώνια τα οποία εκτείνονται σε περισσότερα από 350 kb γενωμικού DNA 
και δίνουν εναλλακτικά μετάγραφα mRNA 11-13 kb [206]. Το πρώτο 
μετάγραφο που ανακαλύφθηκε, το τύπου Ι, αποτελείται από ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης 8457 bp και κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη 2818 αμινοξέων, με 
υπολογιζόμενο μοριακό βάρος 327 kDa. Η πρωτεΐνη αυτή ονομάστηκε 
νευροϊνιδίνη (neurofibromin) [207]. Από τότε, πολλά εναλλακτικά μετάγραφα 
του NF1 έχουν ανιχνευτεί μέχρι σήμερα [208, 209]. Τα δύο καλύτερα 
χαρακτηρισμένα διαφέρουν στη συμπερίληψη ή αποκλεισμό του εξωνίου 23a 
που βρίσκεται εντός της περιοχής GRD (GAP Related Domain). Το 
ονομαζόμενο GRDII μετάγραφο περιλαμβάνει το, μήκους 63bp, εξώνιο 23a 
που εισάγει τα επιπλέον 21 αμινοξέα στη νευροϊνιδίνη, ενώ, στο GRDI 
μετάγραφο το εξώνιο αυτό αποκλείεται [210]. Η έκφραση των GRDI και GRDII 
μεταγράφων φαίνεται να ρυθμίζεται ανάλογα με τον ιστό και το αναπτυξιακό 
του στάδιο [211-215]. Το mRNA του NF1 (μετάγραφο τύπου Ι) εκφράζεται σε 
όλους τους ιστούς κατά τη διάρκεια της εμβρυϊκής ανάπτυξης. Προοδευτικά, 
τα επίπεδα αυτά πέφτουν στους περισσότερους ιστούς, ενώ, παραμένουν 
αυξημένα στους νευρώνες, τα κύτταρα Schwann, τα αστροκύτταρα, τα 
ολιγοδενδροκύτταρα και τα λευκοκύτταρα [216]. Το μετάγραφο τύπου 2 ή 
GRDII έχει βρεθεί να έχει μειωμένη καταλυτική ενεργότητα GAP, σε σύγκριση 
με το μετάγραφο τύπου Ι, και εκφράζεται σε διαφοροποιημένα κύτταρα και 
όγκους στον εγκέφαλο [217]. 
Εκτός από τα μετάγραφα που διαφέρουν στη GRD περιοχή, έχουν 
αναγνωρισθεί αρκετά ακόμα που διαφέρουν σε άλλες κωδικοποιούμενες 
περιοχές. Ένα τέτοιο μετάγραφο, περιέχει ένα επιπλέον εξώνιο, το 9br, μεταξύ 
των εξωνίων 9 και 10a και εκφράζεται αποκλειστικά στον εγκέφαλο [218]. Η 
έκφραση του συγκεκριμένου μετάγραφου, παραμένει συντηρημένη στο μυ και 
ως εκ τούτου υποστηρίζει την ιδέα ότι η λειτουργία του, αν και άγνωστη ως 
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τώρα, είναι σημαντική. Ακόμα ένα γεγονός εναλλακτικού ματίσματος, που 
συμβαίνει στο 3’ άκρο, παράγει ένα μετάγραφο που περιλαμβάνει το εξώνιο 
48a και το οποίο παρατηρείται σε αναπτυσσόμενους και ενήλικες σκελετικούς 
και καρδιακούς μύες [219-221]. Η συγκεκριμένη ιστολογική κατανομή φαίνεται 
να έχει νόημα μιας και έχει βρεθεί ότι η έκφραση του NF1 γονιδίου σχετίζεται 
με τη σωστή ανάπτυξη των μυών, ειδικά στην καρδιά [222]. Τα μετάγραφα 
που περιέχουν το εξώνιο 48a και όχι το 23a ονομάζονται τύπου 3, ενώ αυτά 
που περιέχουν και τα δύο 48a και 23a, τύπου 4. Ένα ιδιαίτερα ενδιαφέρον 
μετάγραφο είναι η Ν-ισομορφή αφού σε αυτό απουσιάζει εντελώς η GRD 
περιοχή. Πιο συγκεκριμένα, η N-ισομορφή περιέχει την, μήκους 547 
αμινοξέων, αμινο-τελική περιοχή, στερείται τη GRD περιοχή, και περιέχει 
ακόμα 4 αμινοξέα που βρίσκονται φυσιολογικά στο καρβοξυ-τελικό άκρο 
[223]. Η έκφραση αυτής της κεντρικά «κολοβής» πρωτεΐνης έχει παρατηρηθεί 
τόσο σε φυσιολογικούς όσο και καρκινικούς ιστούς εγκεφάλου, όμως η 
λειτουργία της και ο πιθανός ρόλος της στη ρύθμιση της έκφρασης της 
νευροϊνιδίνης παραμένει αδιευκρίνιστος [214].  
Εξαιρετικής σημασίας, τουλάχιστον για NF-1 παθολογικούς ιστούς, 
μετάγραφα είναι αυτά στα οποία συμπεριλαμβάνεται ή απαλείφεται το εξώνιο 
43 (ΔΕ43). Το εξώνιο αυτό βρίσκεται στο C-τελικό άκρο του NF1 και 
περιλαμβάνει μια λειτουργική αλληλουχία πυρηνικού εντοπισμού (NLS) [224]. 
Τα μετάγραφα που περιλαμβάνουν το NLS είναι συντηρημένα σε θηλαστικά, 
ψάρια, και όρνιθα αλλά απουσιάζουν από τη δροσόφιλα (μη δημοσιευμένη in 
silico ανάλυση με AlignX, VectroNTI). Η έκφρασή των NLS-μεταγράφων είναι 
κυρίαρχη σε εμβρυϊκούς και ενήλικες ιστούς εγκεφάλου, ενώ τα ΔΕ43 
μετάγραφα εκφράζονται κυρίως σε ιστούς που δε σχετίζονται με την 
παθογένεια της Νευροϊνωμάτωσης τύπου 1 [225]. Τα σημαντικότερα 
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Πίνακας 4. Τα σημαντικότερα μετάγραφα του NF1 γονιδίου. 
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Ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό του γονιδίου NF1 είναι η ύπαρξη τριών 
γονιδίων στη μη κωδική αλυσίδα του ιντρονίου 27b, που ονομάζονται OMGP 
[226], EVI2A [227] και EVI2B [228]. Η OMGP (oligodendrocytemyelin 
glycoprotein) είναι μια μεμβρανική γλυκοπρωτεΐνη που εκφράζεται στο 
ανθρώπινο ΚΝΣ κατά τη διάρκεια της μυελινοποίησης και φαίνεται να 
λειτουργεί ως μόριο προσκόλλησης. Θεωρείται ένας σημαντικός αναστολέας 
πολλαπλασιασμού των ινοβλαστών και των νευροβλαστών in vitro [229, 230]. 
Τα δύο άλλα γονίδια, EVI2A και EVI2B (ecotropic viral integration site), είναι 
ανθρώπινα ομόλογα των Evi-2A και Evi-2B του μυ που εμπλέκονται στην 
ανάπτυξη λευχαιμίας. Είναι πιθανό ότι τα γονίδια αυτά συνδέονται με τη 
λευχαιμία που παρουσιάζουν κάποιοι ασθενείς με NF-1, ωστόσο, δεν 
υπάρχουν σαφείς αποδείξεις έως τώρα [231]. 
 
1.8.3. Μεταλλαγές στο γονίδιο NF1 
Το ανθρώπινο γονίδιο NF1 θεωρείται ογκοκατασταλτικό γονίδιο και 
έλλειψη της αγρίου τύπου μορφής του μπορεί να προκαλέσει κακοήθεια [232]. 
Συγκεκριμένα, μεταλλαγές σε αυτό έχουν συσχετιστεί με διάφορες νόσους 
όπως αναφέρεται παρακάτω: 
 Είναι η αιτία της, κληρονομούμενης ασθένειας, Νευροϊνωμάτωσης 
τύπου 1 (Νeurofibromatosis type 1, NF-1, ΟMIM:162200); γνωστή και 
ως σύνδρομο von Recklinghausen.  
 Αποτελούν αιτία της Χρόνιας Μυελογενής Λευχαιμίας (Juvenile 
Myelomonocytic Leukemia, JMML, ΟMIM:607785). Κληρονομούμενες 
μεταλλαγές του γονιδίου NF1 συνδέουν τη JMML με την NF-1. 
 Είναι η αιτία για το σύνδρομο Watson (Watson Syndrome, WS, 
ΟMIM:193520). Το WS θεωρείται άτυπη μορφή της NF-1. 
 Αποτελούν αιτία της Οικογενούς Νευροϊνωμάτωσης της Σπονδυλικής 
Στήλης  (Familial Spinal Neurofibromatosis, FSNF, ΟMIM:162210). Η 
FSNF θεωρείται εναλλακτική μορφή Νευροϊνωμάτωσης με την 
εμφάνιση πολλαπλών όγκων στη σπονδυλική στήλη. 
 Είναι μία από τις αιτίες του συνδρόμου Νευροϊνωμάτωση-Noonan 
(Neurofibromatosis-Noonan syndrome, NFNS, ΟMIM:601321). Το 
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NFNS χαρακτηρίζεται από συμπτώματα τόσο της NF-1 όσο και του 
Noonan syndrome (NS).  
 Μπορεί να είναι μία αιτία για τον Καρκίνο του Παχέως Εντέρου 
(Colorectal Cancer, CRC, ΟMIM:114500). 
 
Η συχνότητα μετάλλαξης του γονιδίου NF1 είναι μία από τις 
υψηλότερες που έχει παρατηρηθεί σε ανθρώπινα γονίδια. Ο λόγος για την 
ιδιαίτερα υψηλή αυτή συχνότητα δεν έχει προσδιοριστεί. Στο γονίδιο NF1 
έχουν ανιχνευτεί περισσότερες από 500 διαφορετικές μεταλλαγές, από τις 
οποίες οι περισσότερες είναι μοναδικές για συγκεκριμένες οικογένειες 
ασθενών. Η πλειοψηφία των μεταλλαγών του NF1 έχουν ως αποτέλεσμα την 
παραγωγή “κολοβής” (truncated) πρωτεΐνης. Όπως και στην περίπτωση 
άλλων ογκοκατασταλτικών γονιδίων, οι μηχανισμοί που εμπλέκονται στην 
απενεργοποίηση του NF1 γονιδίου περιλαμβάνουν ενδογονιδιακές 
μεταλλαγές, όπως εισαγωγή κωδικονιού λήξης (μη νοηματικές μεταλλαγές), 
αλλαγή του πλαισίου ανάγνωσης (frameshift), λάθη στο μάτισμα (splice-site 
mutations), αλλαγή νουκλεοτιδίων (παρανοηματικές μεταλλαγές), μικρές εντός 
πλαισίου ανάγνωσης απαλοιφές (deletions) και προσθήκες (insertions) και 
απώλεια ετεροζυγωτίας (loss of heterozygosity) μέσω μερικής ή ολικής 
απαλοιφής του χρωμοσώματος ή και μιτωτικού ανασυνδυασμού [233]. Τα 
ποσοστά της κάθε κατηγορίας φαίνονται στον Πίνακα 5 όπως περιγράφονται 
από δύο διαφορετικές πηγές. 
 
Τύπος Μεταλλαγής 
NF-1 Genetic Analysis 
Consortium (Korf, 1998) 
Fahsold et al., 2000 
Χρωμοσωμικές 
ανωμαλίες 
1,6% No appropriate method 
Απαλοιφή ολόκληρου 
του NF1 γονιδίου 
7,2% estimated ~10% 
Απαλοιφή εξωνίων 15,5% 19,8% 
Μικρές ελλείψεις 22,4% 28% 
Μεγάλες προσθήκες 1,2% - 
Μικρές προσθήκες 11% 11,5% 
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Πίνακας 5. Ποσοστά των διαφορετικών ειδών μεταλλαγών που 
απαντώνται στο γονίδιο NF1. 
 
Φαίνεται πιθανό ότι όλες οι περιοχές του γονιδίου NF1 υπόκεινται σε 
μεταλλαγές σε παρόμοιο βαθμό [234]. Ωστόσο, αν οι αριθμοί των μεταλλαγών 
κανονικοποιηθούν με το μέγεθος του εξωνίου στο οποίο βρίσκονται, τα εξώνια 
4b και 37 ξεχωρίζουν ως θέσεις αυξημένης πυκνότητας μετάλλαξης [234]. 
Αυτό μπορεί να συμβαίνει εξαιτίας κάποιων δομικών στοιχείων επιρρεπών σε 
μετάλλαξη όπως μιας μικρής επαναλαμβανόμενης επανάληψης στο εξώνιο 4b 
[235] και ενός σχεδόν συμμετρικού στοιχείου (quasi-symmetric element) στο 
εξώνιο 37 [236, 237]. Τα συγκεκριμένα εξώνια, λοιπόν, μπορούν να 
θεωρηθούν ήσσονος σημασίας «hotspots». 
Πάρα πολλά άρθρα στη βιβλιογραφία έχουν περιγράψει μεταλλαγές 
στο γονίδιο NF1 και έχουν προσπαθήσει να συσχετίσουν το γονότυπο με το 
φαινότυπο. Ωστόσο, μια καλά καθορισμένη συσχέτιση δεν έχει επιτευχθεί, 
εκτός από μια μικρή μειοψηφία περιπτώσεων με μεγάλες γονιδιακές ελλείψεις. 
Το γεγονός αυτό οφείλεται στην ποικιλία των συμπτωμάτων που παρατηρείται 
όχι μόνο σε ασθενείς που φέρουν διαφορετικές αλλά ακόμα και σε αυτούς με 
πανομοιότυπες μεταλλαγές που προέρχονται από διαφορετικές ή και την ίδια 
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1.8.4. Διαγονιδιακά Μοντέλα Μυών  
Από την ανακάλυψη του γονιδίου NF1 έως σήμερα, έχουν αναπτυχθεί 
διάφορα διαγονιδιακά ζωικά μοντέλα προκειμένου να κατανοηθεί ο ρόλος του 
γονιδίου αυτού. Ομόζυγη απενεργοποίησή του (Nf1-/-) σε μύες είχε ως 
αποτέλεσμα τον θάνατο in utero κατά τις εμβρυϊκές μέρες 12,5-13,5 [222] 
υποδεικνύοντας ότι το γονίδιο αυτό είναι απαραίτητο για τη φυσιολογική 
εμβρυϊκή ανάπτυξη. Μετά από ετερόζυγη απενεργοποίηση του Nf1 (Nf1+/-) οι 
μύες γεννιούνται υγιείς αλλά στη συνέχεια αναπτύσσουν φαιοχρωμοκύττωμα, 
λευχαιμία και μαθησιακές δυσκολίες. Ενδιαφέρον είναι το γεγονός ότι οι Nf1+/- 
μύες, αν και γενετικά μοιάζουν στους ασθενείς με Νευροϊνωμάτωση, δεν 
αναπτύσσουν σοβαρές επιπλοκές όπως δερμικά ή υποδόρια νευροϊνώματα ή 
αστροκυττώματα [222, 240, 241]. 
Υπάρχουν, όμως, και ασθενείς που μπορεί να παρουσιάσουν όγκους 
εξαιτίας επιπλέον γενετικών αλλοιώσεων. Μάλιστα έχει προταθεί ότι η 
ανάπτυξη καλοήθων ή/και κακοήθων όγκων σε ασθενείς με Νευροϊνωμάτωση 
ίσως ακολουθεί την υπόθεση «των δύο χτυπημάτων» (“two-hit” hypothesis) 
του Knudson, κατά την οποία, σε ετεροζυγώτες ασθενείς, χρειάζεται δεύτερο 
γενετικό λάθος για να δημιουργηθεί όγκος [242-244].  Το δεύτερο, αυτό, 
χτύπημα μπορεί να αφορά άλλο γονίδιο ή το έτερο αλληλόμορφο NF1 οπότε 
και δημιουργείται απώλεια ετεροζυγωτίας (Loss Of Heterozygosity, LOH). 
Πειραματικά δεδομένα, από μελέτες σε χιμαιρικά ποντίκια, έχουν δείξει ότι 
πληθυσμοί Nf1-/- κυττάρων εξελίσσονται σε πλεγματοειδή νευροϊνώματα μόνο 
σε κυτταρικό περιβάλλον με Nf1+/- [200]. Το μοντέλο αυτό απέδειξε την 
αναγκαιότητα της απλοανεπάρκειας των «υποστηρικτικών» κυττάρων στο 
σχηματισμό των νευροϊνωμάτων, διότι στην περίπτωση που γειτονικά κύτταρα 
παρουσίαζαν απλοανεπάρκεια, σε όλους τους μύες παρατηρήθηκαν 
πλεγματοειδή νευροϊνώματα [200]. Όσον αφορά τις επιπλέον μεταλλαγές σε 
γονίδια διαφορετικά από αυτό της NF-1, όπως το p53, αναπτύχθηκε ένα ζωικό 
μοντέλο για MPNSTs, στο οποίο οι μύες είχαν μεταλλαγές στα γονίδια Nf1 και 
p53 (Nf1+/-, p53+/-). Οι μύες αυτοί ανέπτυξαν σαρκώματα και MPNSTs στα 
κύτταρα που προέρχονταν από τη νευρική ακρολοφία [245]. Το συγκεκριμένο 
ζωικό μοντέλο κατέδειξε ότι, η κακοήθης εξαλλαγή των κυττάρων της νευρικής 
ακρολοφίας, εκτός από τη μετάλλαξη του Nf1, απαιτεί επιπρόσθετη μεταλλαγή 
στο p53 [245].  
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Έχουν δημιουργηθεί, επίσης, υπό συνθήκη ελλειμματικοί μύες 
(conditional knockout mice), στους οποίους απουσιάζει το Nf1 γονίδιο από τα 
αστροκύτταρα. Οι μύες αυτοί παρουσιάζουν αυξημένο ρυθμό 
πολλαπλασιασμού των αστροκυττάρων αλλα δεν εμφανίζουν γλοιώματα 
[246]. Από την άλλη, ετερόζυγοι μύες (Nf1+/-) στους οποίους, ταυτόχρονα, 
απουσιάζει εντελώς το Nf1 γονίδιο (Nf1-/-) από τα αστροκύτταρα 
αναπτύσσουν γλοιώματα της οπτικής οδού [247]. Όλα αυτά τα διαγονιδιακά 
ζωικά μοντέλα καταδεικνύουν ότι η απώλεια και των δύο αλληλόμορφων 
(LOH) ή η δόση του γονιδίου είναι σημαντική για την έναρξη παθολογίας και 
βέβαια ότι οι ιδιότητες της ολικής δομής της πρωτεΐνης είναι απαραίτητες για 
την φυσιολογική λειτουργία της. Παράλληλα, για την κακοήθη εξαλλαγή ενός 
νεοπλάσματος είναι απαραίτητη η συσσώρευση μεταλλαγών σε άλλα 
ογκοκατασταλτικά γονίδια, όπως το p53.  
Δυστυχώς, μέχρι σήμερα δεν έχει αναπτυχθεί κάποιο ζωικό μοντέλο 
για τη Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 που να είναι αντιπροσωπευτικό των 





Το γονίδιο της Νευροϊνωμάτωσης, NF1, κωδικοποιεί μία πρωτεΐνη 
2818 αμινοξέων, τη νευροϊνιδίνη (neurofibromin) [207]. Το ανοιχτό πλαίσιο 
ανάγνωσης του cDNA της νευροϊνιδίνης προβλέπει μία πρωτεΐνη μοριακού 
βάρους 327 kDa [248], που, όμως, σε πηκτή SDS-πολυακρυλαμίδης, 
αναγνωρίζεται στα 220-250 kDa, πιθανόν λόγω πρωτεϊνικής αναδίπλωσης 
[216]. Η νευροϊνιδίνη εκφράζεται σε όλους τους ιστούς αλλά τα πρωτεϊνικά της 
επίπεδα ποικίλουν ανάλογα με τον ιστό, το στάδιο ανάπτυξης και το στάδιο 
διαφοροποίησης. Στην ενήλικη ζωή του ανθρώπου εκφράζεται στους 
περισσότερους ιστούς σε πολύ χαμηλά επίπεδα, εκτός από τους νευρώνες, τα 
κύτταρα Schwann, τα αστροκύτταρα, τα ολιγοδενδροκύτταρα και τα 
λευκοκύτταρα, στα οποία η έκφραση της παραμένει αυξημένη [216, 224, 249]. 
Σύγκριση της αμινοξικής αλληλουχίας της Νευροϊνιδίνης του ανθρώπου με την 
ομόλογη πρωτεΐνη άλλων οργανισμών, όπως των Mus musculus, Rattus 
norvegicus, Fugu rubripes και Drosophila melanogaster αποκάλυψαν 
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αμινοξική ομολογία 96%, 97%, 91,5% και 54%, αντίστοιχα [250]. Ιδιαίτερα 
στην RasGAP περιοχή παρατηρήθηκαν 12 αμινοξέα, τα οποία ήταν απόλυτα 
συντηρημένα από τη Drosophila έως τον άνθρωπο. Μεταλλαγές σε αυτά τα 
αμινοξέα φαίνεται ότι επηρεάζουν τη δραστικότητα RasGAP αλλά και τη 
σταθερότητα της πρωτεΐνης [250]. Ακόμη μία εξαιρετικά συντηρημένη 
αλληλουχία στα σπονδυλωτά είναι το NLS, αλλά δεν εμφανίζεται στην 
ομόλογη πρωτεΐνη της νευροϊνιδίνης στη Drosophila [251, 252]. 
Ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο αντίσωμα για την ανίχνευση της 
νευροϊνιδίνης είναι το neurofibromin (D): sc-67 (GRP-D) της εταιρείας Santa 
Cruz, το οποίο αναγνωρίζει έναν επίτοπο στο C-καρβοξυτελικό άκρο της 
πρωτεΐνης. Πειράματα στο εργαστήριο μας αποκάλυψαν ότι επίδραση με TPA 
στα SHSY5Y κύτταρα νευροβλαστώματος προκαλεί μεταβολή, και 
συγκεκριμένα μείωση, των επιπέδων της νευροϊνιδίνης, όταν αυτά 
ανιχνεύονται σε ανοσοστύπωση κατά Western με το αντίσωμα sc-67 [84]. 
Περαιτέρω ανάλυση, έδειξε ότι το sc-67 αντίσωμα είναι φωσφοευαίσθητο, 
δηλαδή δεν αναγνωρίζει με την ίδια ειδικότητα τη φωσφορυλιωμένη και τη μη 
φωσφορυλιωμένη νευροϊνιδίνη, λόγω φαινομένου συγκάλυψης της 
αντιγονικής θέσης δέσμευσης (epitope masking) [84]. Επομένως, η μείωση 
της ανοσοδραστικότητας του sc-67 αντισώματος αντικατοπτρίζει τη 
φωσφορυλίωση του C-τελικού άκρου της Νευροϊνιδίνης και όχι τη μείωση των 
επιπέδων της πρωτεΐνης. Η διαπίστωση αυτή μας έδωσε τη δυνατότητα να 
μελετήσουμε με έναν εύκολο και ειδικό τρόπο τη φωσφορυλίωση του C-
τελικού άκρου της Νευροϊνιδίνης.  
 
1.9.1. Δομή 
Το μεγάλο μέγεθος της πρωτεΐνης μαζί με το γεγονός ότι η πλειονότητα 
των μεταλλαγών που ανιχνεύονται είναι σημειακές, καταδεικνύουν το 
σημαντικό ρόλο της πρωτεΐνης στην ανάπτυξη της ασθένειας. Η κατανόηση 
της κυτταρικής λειτουργίας της νευροϊνιδίνης θα οδηγήσει στην αιτιολόγηση 
της σχέσης γονότυπου-φαινότυπου όπως επίσης και σε πιθανή θεραπεία της 
Νευροϊνωμάτωσης. Η μέχρι τώρα γνώση για τη λειτουργία της νευροϊνιδίνης 
έχει προκύψει κυρίως από πειράματα που βασίστηκαν στην αναγνώριση 
μοτίβων και προτύπων σε περιοχές της πρωτοταγούς δομής της πρωτεΐνης, 
μετά από σχετική κλωνοποίηση, διαμόλυνση σε κύτταρα και ανάλυση των 
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ιδιοτήτων τους συμπεριλαμβανομένων και κρυσταλλογραφικών μελετών. 
Συνολικά έχει βρεθεί ότι η νευροϊνιδίνη αποτελείται από τις εξής περιοχές 
(Σχήμα 5):  
 
 
Σχήμα 5. Απεικόνιση των περιοχών της νευροϊνιδίνης. 
 
1) CSRD 
Πρόκειται για τη Ν-αμινοτελική περιοχή της πρωτεΐνης, αμινοξέα 543-
909, η οποία είναι πλούσια σε κυστεΐνες και σερίνες (N-terminus 
Cysteine/Serine Rich Domain, CSRD) [82]. Είναι η περιοχή στην οποία 
παρουσιάζονται πολλές παρανοηματικές μεταλλαγές που σχετίζονται με την 
ασθένεια της Νευροϊνωμάτωσης, χαρακτηρίζοντάς την ως ένα ήπιο hot spot 
μεταλλαξιγένεσης [234]. Η CSRD περιοχή της Νευροϊνιδίνης διαθέτει 
πολλαπλά αμινοξικά κατάλοιπα που μπορούν να φωσφορυλιωθούν και 
πειράματα από το εργαστήριο μας έχουν αποδείξει ότι, μετά από επίδραση με 
EGF, η CSRD περιοχή φωσφορυλιώνεται από την PKCα και η 
φωσφορυλίωση αυτή αυξάνει τόσο την αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με 
τον κυτταροσκελετό ακτίνης, όσο και τη Ras-GAP δραστικότητα της GRD 
περιοχής [83]. Τα αποτελέσματα αυτά υποδεικνύουν τη συμμετοχή της 
νευροϊνιδίνης στη ρύθμιση του κυτταροσκελετού και της κυτταρικής 
κινητικότητας [83]. Μάλιστα, πρόσφατα αποδείχθηκε ότι η CSRD περιοχή της 
νευροϊνιδίνης εμπλέκεται ενεργά στην κυτταρική προσκόλληση και τη 
μετανάστευση, δρώντας ως αρνητικός ρυθμιστής του σηματοδοτικού 
μονοπατιού Rac1/Pak1/LIMK1/cofilin, ανεξάρτητα της GRD περιοχής [253]. 
 
2) GRD 
Πρόκειται για μία περιοχή 360 αμινοξέων, αμινοξέα 1235-1451, 
ομόλογη με την p120Ras-GAP των θηλαστικών (GAP-Related Domain, GRD) 
[205]. Μεταξύ των RasGAPs, συγκαταλέγονται η p120GAP στα θηλαστικά, οι 
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IRA1 και IRA2 στο Saccharomyces cerevisiae, και η GAP1 στη Drosophila. 
Πράγματι, με την ανακάλυψη του Ras-GAP μοτίβου της Νευροϊνιδίνης, και την 
επακόλουθη κλωνοποίηση, διαμόλυνση κυττάρων και ανάλυση των ιδιοτήτων 
του, αποδείχτηκε ότι η νευροϊνιδίνη είναι μία RasGAP πρωτεΐνη in vitro και in 
vivo [254], λειτουργώντας ως αρνητικός ρυθμιστής του σήματος που 
διαμεσολαβείται από το Ras [254]. 
Οι Ras, GTPάσες που διαμεσολαβούν το σήμα από τους υποδοχείς 
της πλασματικής μεμβράνης προς ενδοκυττάρια μονοπάτια σηματοδότησης, 
όπως αναφέρθηκε, ρυθμίζουν τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, τη 
διαφοροποίηση, την κυτταρική κινητικότητα και την απόπτωση μέσω πολλών 
μονοπατιών, μεταξύ των οποίων τα Raf/MEK/ERK, PI3K/Akt και Ral 
GTPάσης. Το Ras είναι εμπλουτισμένο στην πλασματική μεμβράνη και τα 
μεμβρανικά οργανίδια (ενδοπλασματικό δίκτυο και μιτοχόνδρια), όπως και η 
νευροϊνιδίνη [255]. Διαμέσου της GRD περιοχής της, η νευροϊνιδίνη προάγει 
τη μετατροπή της ενεργής, συνδεόμενης με GTP, μορφής του Ras στην 
ανενεργή, συνδεόμενη με GDP, μορφή [205, 207, 254]. Συγκεκριμένα, για να 
σχηματιστεί το σύμπλεγμα Ras-νευροϊνιδίνη, το ενεργοποιημένο Ras 
δεσμεύεται σε ένα αυλάκι της κεντρικής καταλυτικής περιοχής της 
νευροϊνιδίνης μέσω αλληλεπίδρασης των περιοχών switch I και II του Ras και 
ενός δάκτυλου αργινίνης (arginine finger) της νευροϊνιδίνης [256]. Βιοχημικά 
και δομικά δεδομένα έχουν δείξει ότι αυτή η αλληλεπίδραση έχει ως 
αποτέλεσμα τη, διεγερμένη από GAP, υδρόλυση του GTP. Η υδρόλυση, αυτή, 
εξαρτάται: α) από τη σταθεροποίηση των καταλοίπων (π.χ. γλουταμίνη-61) 
στις περιοχές switch I και II που δίνουν στο Ras μια ενζυμικά δεκτική 
διαμόρφωση και β) από τη σταθεροποίηση της κατάστασης μετάβασης στην 
υδρόλυση του GTP που εκτελείται από το θετικά φορτισμένο δάκτυλο 
αργινίνης ο οποίος εισέρχεται στο ενεργό κέντρο του Ras. Ο δάκτυλος 
αργινίνης εξουδετερώνει τα αρνητικά φορτία που αναπτύσσονται στο GTP 
κατά τη διάρκεια μεταφοράς φωσφόρων [257-260]. Αυξημένη ενεργοποίηση 
του Ras και των κάτωθεν τελεστών του έχει παρατηρηθεί σε νεοπλάσματα 
σχετιζόμενα με NF-1 και σε κύτταρα NF1-/- [261-263]. Με βάση τα 
παραπάνω, η νευροϊνιδίνη δρα ως ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη, μιας και η 
απουσία της έχει ως αποτέλεσμα την απορύθμιση της λειτουργίας του Ras και 
συνεπώς της κυτταρικής αύξησης.  
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Η RasGAP είναι η μόνη λειτουργία που έχει αποδοθεί στην 
νευροϊνιδίνη μέχρι σήμερα [264]. Όμως, η GAP περιοχή της νευροϊνιδίνης 
αποτελεί μόλις το 13% της πρωτεΐνης και τόσο το ιδιαίτερα μεγάλο μέγεθος 
της πρωτεΐνης και το γεγονός ότι οι μεταλλαγές που παρουσιάζονται στους 
ασθενείς βρίσκονται κατά μήκος ολόκληρης της νευροϊνιδίνης, όσο και η 
πληθώρα βιβλιογραφίας για την αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με πολλές 
πρωτεΐνες, συνηγορούν στην άποψη ότι η νευροϊνιδίνη διαθέτει πρόσθετες 
βιολογικές λειτουργίες, άγνωστες μέχρι στιγμής, οι οποίες σχετίζονται με τη 
δράση των άλλων πρωτεϊνικών μοτίβων της και αναπτύσσονται παρακάτω. 
Παράλληλα έχει ήδη βρεθεί, τουλάχιστον για τις περιοχές CSRD [83] και 
SEC14 [265] ότι δρουν αλλοστερικά στην GRD περιοχή τροποποιώντας τη 
RasGAP δραστικότητα της νευροϊνιδίνης.  
 
3) SEC14-PH 
Πρόκειται για μία περιοχή, άνωθεν του C-καρβοξυτελικού άκρου της 
πρωτεΐνης, με επαναλαμβανόμενες λευκίνες (Leucine Repeat Domain, LRD), 
στην οποία εντοπίζονται: α) μία περιοχή SEC14 [266, 267], αμινοξέα 1539-
1735, και β) μία περιοχή με ομολογία πλεξτρίνης (pleckstrin homology 
domain, PH) [267], αμινοξέα 1736-1837. Το SEC14 μοτίβο παρουσιάζει 
μεγάλη ομολογία με την προσδενόμενη σε λιπίδια πρωτεΐνη SEC14p του 
Saccharomyces cerevisisiae [266, 267] η οποία μεταφέρει και ανταλλάσσει 
φωσφολιπίδια, μεταξύ μεμβρανών [268]. Μελέτες έδειξαν ότι με τη χρήση 
λιπιδίων αναστέλλεται η δραστικότητα RasGAP της νευροϊνιδίνης 
υποδεικνύοντας ότι η λειτουργία της πρωτεΐνης ως Ras-GTPάσης μπορεί να 
ρυθμίζεται και από την SEC14, αμινοξέα 1562-1714, περιοχή της 
Νευροϊνιδίνης [269, 270]. Πολύ πρόσφατες μελέτες από το εργαστήριο μας 
έδειξαν ότι η SEC14 περιοχή αυξάνει τη Ras-GAP δραστικότητα της GRDI 
περιοχής [265], με έναν μηχανισμό ανεξάρτητο από τη δέσμευση λιπιδίων, 
αλλά οφειλόμενο σε αλλοστερική τροποποίηση, μέσω αλληλεπίδρασης της 
SEC14 με το Ras [265]. Παράλληλα, η SEC14 περιοχή αλληλεπικαλύπτεται 
από μία περιοχή που περιέχει 4 μοτίβα πρόσδεσης με καβεολίνες, αμινοξέα 
1601-2110 [271], πρωτεΐνες που μέσω μικροδομών της κυτταρικής 
μεμβράνης πλούσιες σε χοληστερόλη, των λιπιδικών σχεδίων, προσδένονται 
σε σηματοδοτικά μόρια όπως το Ras [272, 273]. 
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4) CTD 
Πρόκειται για την C-καρβοξυτελική περιοχή (C-Terminal Domain, CTD), 
αμινοξέα 2260-2818, στην οποία εντοπίζεται η λειτουργική και συντηρημένη 
αλληλουχία πυρηνικού εντοπισμού (NLS, αμινοξέα 2555-2571) [209, 224] της 
νευροϊνιδίνης. Η, ως τότε, κυτταροπλασματική νευροϊνιδίνη βρέθηκε για 
πρώτη φορά στον πυρήνα το 2001 και υποτέθηκε ότι διαθέτει λειτουργικό 
μοτίβο NLS [224]. Ένα χρόνο μετά, αναγνωρίστηκε ένα εναλλακτικό 
μετάγραφο του γονιδίου της νευροϊνιδίνης, το NF1-ΔΕ43, από το οποίο 
απουσιάζει το εξώνιο 43 και άρα το NLS και δεν εντοπίζεται στον πυρήνα, 
προτείνοντας ότι ο εντοπισμός της Νευροϊνιδίνης ρυθμίζεται στο επίπεδο του 
mRNA, με εναλλακτικό μάτισμα [209]. Μάλιστα, το NF1-ΔΕ43 εκφράζεται σε 
υψηλά επίπεδα στο συκώτι, τους σκελετικούς μύες, τους νεφρούς, τον 
πλακούντα και τους πνεύμονες [209], όλοι ιστοί που δεν εμπλέκονται στην 
παθολογία της NF-1, αναδεικνύοντας τον πυρηνικό εντοπισμό της 
νευροϊνιδίνης ως ιδιαίτερα σημαντικό στα νευρικά κύτταρα.  
 
1.9.2. Φωσφορυλίωση από PKC 
Μία δεύτερη ομάδα από σημαντικές παρατηρήσεις για τη νευροϊνιδίνη 
προέρχονται από μελέτες των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων που 
ρυθμίζουν τη λειτουργία της, όπως οι φωσφορυλιώσεις. Η νευροϊνιδίνη, έχει 
βρεθεί ότι φωσφορυλιώνεται σε πολλαπλά κατάλοιπα σερίνης και θρεονίνης 
[274]. Οι κινάσες που φαίνεται να εμπλέκονται στη φωσφορυλίωση της είναι η 
PKA [82] και οι PKCs [83, 83, 224]. Παλαιότερες μελέτες, έδειξαν ότι οι 
περιοχές CSRD και CTD φωσφορυλιώνονται in vitro από την πρωτεϊνική 
κινάση Α (ΡΚΑ), φαινόμενο που εντείνεται με την προσθήκη της ουσίας 
forskolin, που ενεργοποιεί την αδενυλική κυκλάση [82]. Η φωσφορυλίωση 
από ΡΚΑ φαίνεται να προάγει την σύνδεση της CTD περιοχής της 
νευροϊνιδίνης με την πρωτεΐνη 14-3-3 [275], αλληλεπίδραση που ρυθμίζει 
αρνητικά την RasGAP δραστικότητά της [275].  
Εν τούτοις, τα in vitro πειραματικά δεδομένα ΡΚΑ εξαρτώμενης 
φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης, δείχνουν ότι υπάρχουν και άλλες κινάσες 
οι οποίες φωσφορυλιώνουν διαφορετικά αμινοξικά κατάλοιπα, τα οποία, 
έπειτα από χορήγηση ΤΡΑ ή EGF, δεν ανταποκρίνονταν σε αναστολείς της 
ΡΚΑ [82]. Πράγματι, μετέπειτα μελέτες απέδειξαν την άμεση φωσφορυλίωση 
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της νευροϊνιδίνης από PKCα και PKCε σε νευρώνες και κυτταρικές σειρές 
νευροβλαστώματος και γλοιοβλαστώματος [83]. Συγκεκριμένα, η εξαρτώμενη 
από EGF ενεργοποίηση της PKCα, σε νευρώνες και αστροκύτταρα, επέφερε 
τη φωσφορυλίωση σερινών της CSRD περιοχής της νευροϊνιδίνης και 
οδήγησε σε αλλοστερική ενεργοποίηση της δραστικότητας RasGAP, ενώ, 
αύξησε και την αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με τον κυτταροσκελετό της 
ακτίνης, δημιουργώντας ένα αρνητικό κύκλωμα ανάδρασης στο Ras [83]. 
Εκτός από τη CSRD περιοχή [83], η νευροϊνιδίνη έχει θέσεις φωσφορυλίωσης 
από PKC και στη C-τελική της περιοχή [84 και Σχημα 6]. Το κατάλοιπο 
Ser2808 στη C-ουρά της νευροϊνιδίνης είναι μια ειδική θέση φωσφορυλίωσης 
από PKC και η φωσφορυλίωσή του συσχετίζεται καλά με ενισχυμένη 
μεταγωγή σήματος μέσω του Ras/ERK μονοπατιού σε SH-SY5Y κύτταρα 
νευροβλαστώματος, μετά από επώαση με TPA [84]. Φωσφορυλίωση στην 
ίδια θέση πιθανώς σχετίζεται και με την πυρηνο-κυτταροπλασματική 
μεταφορά της νευροϊνιδίνης [84].  
 
Σχήμα 6. Πιθανές θέσεις φωσφορυλίωσης των διαφόρων περιοχών της 
νευροϊνιδίνης από PKC. 
 
Είναι ενδιαφέρον ότι μελέτες σε κύτταρα ή όγκους γλοιοβλαστώματος 
έχουν δείξει ότι η PKCα προάγει την -εξαρτώμενη από πρωτεάσωμα- 
αποδόμηση της νευροϊνιδίνης και ως εκ τούτου τον αυξημένο κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό, αφού η RasGAP ενεργότητά της είναι ανεπαρκής για να 
ελέγξει το Ras [276]. Σε έντονη αντίθεση, η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης, 
από PKC, σε μη καρκινικά κύτταρα όπως μελανοκύτταρα [277] και νευρώνες 
[83] προσφέρει στην πρωτεΐνη αυξημένη σταθερότητα. 
Συμπερασματικά, είναι φανερό ότι η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης 
από PKC σε διαφορετικά αμινοξικά κατάλοιπα, ρυθμίζει αλλοστερικά τη 
RasGAP ενεργότητά της, επηρεάζει την αλληλεπίδρασή της με άλλες 
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πρωτεΐνες και τον κυτταροσκελετό, μεταβάλλει την αφθονία της στο κύτταρο 
και, πιο σημαντικά, έχει ως αποτέλεσμα την τροποποίηση της λειτουργίας της. 
 
 




Υπερέκφραση του ενεργοποιημένου Ras έχει συσχετιστεί με κυτταρικό 
μετασχηματισμό και ογκογένεση, εν τούτοις, σε πρωτογενή κύτταρα επάγει 
κυτταρική γήρανση ή παύση της κυτταρικής ανάπτυξης [278, 279]. Έτσι, 
παρατεταμένη ενεργοποίηση του Ras/Raf/ERK μονοπατιού μεταγωγής 
σήματος προκαλεί παύση του κυτταρικού κύκλου σε καλλιεργούμενα κύτταρα 
Schwann [278, 280], ενώ, τα NF1-/- κύτταρα Schwann παρουσιάζουν 
μειωμένο ρυθμό πολλαπλασιασμού in vitro [262] και είναι συνεπώς, ανίκανα 
να δημιουργήσουν όγκο. Γίνεται, λοιπόν, κατανοητό ότι αυξημένη μεταγωγή 
σήματος από το Ras προκαλεί αποδιαφοροποίηση και μετασχηματισμό των 
κυττάρων Schwann, αλλά υπέρμετρη μεταγωγή σήματος από το Ras 
εμποδίζει τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό. Είναι σαφές ότι η ποσότητα της 
νευροϊνιδίνης -και συνεπώς του ενεργοποιημένου Ras- αλλά και η διάρκεια 
ενεργοποίησης -φωσφορυλίωση από PKC- καθορίζουν το βιολογικό 
αποτέλεσμα του MAPK μονοπατιού.   
Στοιχεία για το συγκεκριμένο ρόλο της νευροϊνιδίνης στη νευρωνική 
διαφοροποίηση προκύπτουν από αρκετές μελέτες που δείχνουν ότι η 
έκφρασή της είναι αναπτυξιακά ρυθμιζόμενη στο ΚΝΣ και τα γάγγλια ραχιαίας 
ρίζας εμβρύων μυός και όρνιθας και μάλιστα η κορύφωση της έκφρασής της 
συμπίπτει με την έναρξη της νευρωνικής διαφοροποίησης [224, 281]. Μελέτες 
σε μύες που η νευροϊνιδίνη έχει μηδενική έκφραση, μετά από γενετική 
αφαίρεση κεντρικών εξωνίων που καθιστούν την πρωτεΐνη ασταθή 
(λειτουργικό knockout), έχουν αποκαλύψει το σημαντικό ρόλο της 
νευροϊνιδίνης στην εξάρτηση των νευρώνων του ΠΝΣ από νευροτροφίνες 
[281]. Συγκεκριμένα, μεγαλύτεροι αριθμοί αισθητικών και συμπαθητικών 
νευρώνων επιβιώνουν και συνεχίζουν να διαφοροποιούνται, απουσία NGF, 
στην καλλιέργεια [281, 282], με έναν εξαρτώμενο από Ras τρόπο [282]. 
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Ανάλυση σε μοντέλο PC12 κυττάρων, μετά από αποσιώπηση της 
νευροϊνιδίνης με siRNA ή υπερέκφραση κυρίαρχα αρνητικών πλασμιδίων, 
απέφερε κάπως αντιφατικά αποτελέσματα. Σε μία μελέτη, η αποσιώπηση της 
νευροϊνιδίνης δεν επηρέασε την NGF-εξαρτώμενη διαφοροποίηση αλλά 
κατέστησε ικανό τον EGF να προάγει μερική διαφοροποίηση [57]. Σε άλλες 
μελέτες, υπερέκφραση του κυρίαρχα αρνητικού πλασμιδίου, που αυξάνει τα 
επίπεδα του RasGTP και της pERK, ή αποσιώπηση με siRNA της 
νευροϊνιδίνης παρεμπόδισε την NGF-εξαρτώμενη διαφοροποίηση [283, 284]. 
Αυτά τα αποκλίνοντα αποτελέσματα μπορεί να προέρχονται από διαφορές 
στην περίοδο αποσιώπησης με siRNA, στο βαθμό καταστολής της 
νευροϊνιδίνης, και στις συγκεντρώσεις και τους χρόνους της επώασης με NGF. 
Αυτές οι μελέτες αποδεικνύουν μια μεταμεταφραστικά τροποποιημένη, 
αναπτυξιακά ρυθμιζόμενη, κινητή πρωτεΐνη, η οποία -υπό τον έλεγχο της 
PKC- συμμετέχει σε σηματοδοτικά μονοπάτια, ελέγχοντας τόσο τον κυτταρικό 
πολλαπλασιασμό όσο και τη διαφοροποίηση. 
 
1.10.2. Ογκογένεση 
Ασθενείς με μεταλλαγές στο γονίδιο NF1 παρουσιάζουν προδιάθεση 
για μια σειρά από κακοήθειες του Κεντρικού και του Περιφερικού νευρικού 
συστήματος. Η συχνή εμφάνιση όγκων αποδίδεται στην ογκοκατασταλτική 
ιδιότητα της νευροϊνιδίνης, να απενεργοποιεί τη σηματοδοτική ογκοπρωτεΐνη 
Ras η οποία ελέγχει τη δραστικότητα των ΜΑPK σηματοδοτικών 
ενδοκυττάριων μονοπατιών. Ογκογόνες μεταλλαγές στο γονίδιο του Ras και 
μειωμένη ή ανύπαρκτη νευροϊνιδίνη ευνοούν την ενεργή μορφή p21Ras με 
αποτέλεσμα τη μόνιμη διέγερση του Raf/MEK/ERK μονοπατιού που οδηγεί σε 
κυτταρικό πολλαπλασιασμό [285]. Πράγματι, έχει αποδειχθεί ότι απώλεια της 
νευροϊνιδίνης σχετίζεται με υψηλά επίπεδα RasGTP σε αρκετούς τύπους 
καρκίνου [261, 262, 286-291]. Είναι ενδιαφέρον, ότι μειωμένη (NF1+/-) ή 
ανύπαρκτη (NF1-/-) έκφραση νευροϊνιδίνης σε νευρικά βλαστικά κύτταρα 
(neural stem/progenitor cells, NSCs) καταλήγει σε ουσιωδώς μειωμένο 
πολλαπλασιασμό in vitro, ως συνέπεια της διαταραχής στη ρύθμιση του Ras 
[204]. Συγκεκριμένα τα (NF1-/-) κύτταρα είχαν, επιπλέον, ανωμαλίες στη 
διαφοροποίηση και πλεονεκτήματα επιβίωσης έναντι των NSCs αγρίου τύπου 
[204]. Εκτός από το MAPK μονοπάτι, το Ras ενεργοποιεί και άλλα μόρια 
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τελεστές όπως την κινάση φωσφατυδιλινοσιτόλης 3 (phosphatidylinositol 3-
kinase, PI3K), το Rac (rho family, small GTP-binding protein Rac1) και το 
διεγέρτη αποσύνδεσης από GDP Ral (GDP-dissociation stimulator, Ral-GDS), 
όλα μόρια που σχετίζονται με πολλαπλασιασμό ή αναδιοργάνωση του 
κυτταροσκελετού [292].  
Εκτός, όμως, από τον ανεξέλεγκτο πολλαπλασιασμό, η διαταραχή της 
κυτταρικής προσκόλλησης και κινητικότητας, μέσω αναδιοργάνωσης του 
κυτταροσκελετού, είναι βασικά στοιχεία του καρκινικού μετασχηματισμού των 
κυττάρων. Η νευροϊνιδίνη έχει βρεθεί ότι συνδέεται στις συνδεκάνες [255], 
διαμεμβρανικές πρωτεΐνες που παίζουν ρόλο στην κυτταρική προσκόλληση 
και τη διακυτταρική μεταγωγή σήματος [293, 294]. Μάλιστα, σε νευρώνες 
ιππόκαμπου, το σηματοδοτικό μονοπάτι νευροϊνιδίνης-PKA διαμεσολαβεί στη 
μεταγωγή σήματος κάτωθεν της συνδεκάνης-2 [295]. Η ίδια μελέτη έδωσε 
ενδείξεις για την εμπλοκή της νευροϊνιδίνης στο σχηματισμό των δενδριτικών 
ακάνθων [295]. Η πρόσδεση της νευροϊνιδίνης στις συνδεκάνες, παρέχει 
άλλον ένα πιθανό μηχανισμό για τον εντοπισμό της σε ειδικές μοριακές 
μικροδομές, στις οποίες συνεντοπίζονται υποδοχείς της κυτταρικής 
μεμβράνης και άλλα μόρια μεταγωγής σήματος. Μια από τις σημαντικότερες 
αλληλεπιδράσεις της νευροϊνιδίνης είναι με τον κυτταροσκελετό, αφού, έχει 
βρεθεί να σχετίζεται και με τα τρία βασικά συστήματά του, δηλαδή, τους 
μικροσωληνίσκους, τα ινίδια ακτίνης και τα ενδιάμεσα ινίδια. Αρχικά, 
διαπιστώθηκε ότι η νευροϊνιδίνη αλληλεπιδρά με τους μικροσωληνίσκους 
τουμπουλίνης in vitro [296] και in vivo [297], και η αλληλεπίδραση αυτή 
μειώνει τη RasGAP δραστικότητα της [296]. Μετέπειτα μελέτες απέδειξαν ότι η 
αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με τον κυτταροσκελετό είναι αναπτυξιακά 
ρυθμιζόμενη, τουλάχιστον σε νευρώνες, αφού στα πρώτα στάδια της 
διαφοροποίησης τελεγκεφαλικών νευρώνων, η νευροϊνιδίνη συνεντοπίζεται με 
τα ινίδια ακτίνης, ενώ, μετέπειτα ο συνεντοπισμός αυτός μετατοπίζεται προς 
τη τουμπουλίνη, υποδεικνύοντας ότι η νευροϊνιδίνη παίζει σημαντικό ρόλο στη 
νευρωνική ανάπτυξη [224]. Πιο σημαντικά, έχει αποδειχθεί ότι η 
αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης ελέγχεται από την PKC, αφού PKC-
εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης επάγει την αλληλεπίδρασή της 
με την ακτίνη σε νευρώνες [83]. Η αλληλεπίδραση της Νευροϊνιδίνης με τον 
κυτταροσκελετό της ακτίνης είναι ιδιαίτερα σημαντική, καθώς στην ίδια μελέτη 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:54:58 EET - 137.108.70.7
 63 
οι συγγραφείς κατάφεραν, μετά από μείωση της δραστικότητας της PKCα (24 
ώρες έκθεση των κυττάρων σε ΤΡΑ), να αναστρέψουν το μη μιτωτικό 
φαινότυπο των C62B κυττάρων γλοιώματος σε μιτωτικό μετά από επίδραση 
με EGF [83]. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η μείωση της νευροϊνιδίνης, 
ενεργοποιεί το σηματοδοτικό μονοπάτι Rho-ROCK-LIMK2, το οποίο έχει ως 
αποτέλεσμα την εξαρτώμενη από φωσφορυλίωση απενεργοποίηση της 
cofilin, τροποποιώντας με αυτόν το τρόπο τον κυτταροσκελετό των ινιδίων 
ακτίνης προς ιδιαίτερα διηθητικό φαινότυπο σε κύτταρα HeLa και HT1080 
[298]. Τα αποτελέσματα αυτά, κατέδειξαν ότι η νευροϊνιδίνη σχετίζεται τόσο με 
τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων, ως RasGAP, όσο και με την κυτταρική 
μετανάστευση, κομβικές διαδικασίες που διαταράσσονται κατά τη δημιουργία 
νεοπλασίας [298].  
 
 
1.11. Πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση της Νευροϊνιδίνης 
 
Ο υποκυτταρικός εντοπισμός της Νευροϊνιδίνης ποικίλλει στους 
διάφορους τύπους κυττάρων και μπορεί να εκτείνεται από τη πλασματική 
μεμβράνη μέχρι τον πυρήνα. Ανάλογα με τον κυτταρικό τύπο, έχει βρεθεί στην 
πλασματική μεμβράνη [255], στα κυτταρικά οργανίδια, όπως, το λείο 
ενδοπλασματικό δίκτυο [224], στα μιτοχόνδρια [299], τα μελανοσώματα [300] 
και τον κυτταροσκελετό [224]. Επί σειρά ετών, η νευροϊνιδίνη αντιμετωπιζόταν 
από τους ερευνητές ως μια κυτταροπλασματική πρωτεΐνη. Για πρώτη φορά το 
2001, αποδείχθηκε η ύπαρξη της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα νευρώνων 
εγκεφαλικού φλοιού και, μάλιστα, ότι αυτή εξαρτάται από το αναπτυξιακό 
στάδιο του νευρώνα [224]. Πράγματι, σε τερματικά διαφοροποιημένους 
νευρώνες που δεν διαιρούνται πλέον, η νευροϊνιδίνη εντοπίζεται κατ’ εξοχήν 
στον πυρήνα ενώ το κυτταροπλασματικό της κλάσμα προσδένεται στους 
μικροσωληνίσκους. Αποδείχθηκε, λοιπόν, ότι η προβλεπόμενη με 
βιοπληροφορική προσέγγιση NLS αλληλουχία, στην πρωτοταγή ακολουθία 
της νευροϊνιδίνης, είναι λειτουργική [224]. Μετέπειτα μελέτες έδειξαν ότι το 
εναλλακτικό μετάγραφο ΔΕ43 της νευροϊνιδίνης, που λείπει το NLS, 
εκφράζεται σε ιστούς, οι οποίοι δεν εμπλέκονται στην παθολογία της NF-1 
[209]. Πρόσφατες μελέτες από το εργαστήριό μας, έδειξαν ότι στα κύτταρα 
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νευροβλαστώματος SH-SY5Y ο πυρηνικός εντοπισμός της νευροϊνιδίνης 
ρυθμίζεται από τη φωσφορυλίωση της, κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης 
τους, μετά από παρατεταμένη ενεργοποίηση της PKC [84]. Μάλιστα, η 
φωσφορυλίωση αυτή συμβαίνει στο κατάλοιπο Ser2808 του C-τελικού άκρου 
από την PKC. Αυτή είναι η πρώτη φορά που αποδεικνύεται ότι η νευροϊνιδίνη 
μετακινείται ενεργά μέσα στο κύτταρο ως απόκριση σε αυξητικούς 
παράγοντες, εν τούτοις, τόσο ο ρόλος της πυρηνο-κυτταροπλασματικής της 
διακίνησης όσο και η λειτουργία της στον πυρήνα παραμένουν άγνωστα.  
Ο ρόλος της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα και η σημασία της πυρηνο-
κυτταροπλασματική της διακίνησης δεν έχει αποσαφηνιστεί, ακόμα, και έχει 
προταθεί ότι η λειτουργία αυτή είναι εντελώς διαφορετική από τη λειτουργία 
της στο κυτταρόπλασμα, όπως συμβαίνει με την ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη 
ΡΤΕΝ [21]. Η ΡΤΕΝ, στο κυτταρόπλασμα, είναι το κεντρικό μόριο που 
ρυθμίζει αρνητικά το μονοπάτι σηματοδότησης της ΡΙ3Κ, ενώ, στον πυρήνα 
αλληλεπιδρά με πυρηνικές πρωτεΐνες και χρωμοσωμικό DNA, παίζοντας ρόλο 
στη χρωμοσωμική σταθερότητα, την επισκευή βλαβών του DNA και την 
αναστολή του κυτταρικού κύκλου [21]. Η είσοδος της νευροϊνιδίνης στον 
πυρήνα γίνεται μέσω αναγνώρισης του NLS μοτίβου που διαθέτει, από τον 
NLS υποδοχέα, ιμπορτίνη α/β. Για τον τρόπο που εξέρχεται η νευροϊνιδίνη 
από τον πυρήνα δεν υπάρχουν πολλά δεδομένα. In silico μελέτη της 
αλληλουχίας της νευροϊνιδίνης προβλέπει την ύπαρξη δύο υποθετικών 
αλληλουχιών NES της μορφής [L]-xx-[LIVFM]-xx-[L]-x-[LI] στο τέλος της PH 
περιοχής της (LLNIALLNL, αμινοξέα 1831-1842) και στην αρχή της C-τελικής 
περιοχής της (LHTLDSLRI, αμινοξέα 2321-2335) ωστόσο, ως σήμερα, δεν 
έχει εξεταστεί αν οι αλληλουχίες αυτές είναι λειτουργικές. Όσο για τη ρύθμιση 
της πυρηνο-κυτταρολασματικής της διακίνησης, όπως αναφέρθηκε, η PKC 
εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της C-τελικής περιοχής της νευροϊνιδίνης 
φαίνεται να σχετίζεται με τον υποκυτταρικό εντοπισμό της [84]. Υποθέτουμε 
ότι η πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση έχει ιδιαίτερα σημαντική βιολογική 
σημασία για τη μεταγωγή σήματος διαμέσου της νευροϊνιδίνης και είναι 
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Συνοψίζοντας, με δεδομένα το μεγάλο μέγεθος της πρωτεΐνης, τη 
στενή συσχέτιση της με τις υποκυτταρικές δομές σε συνέχεια με τον πυρήνα 
και μέσα στον πυρήνα, τα πειραματικά δεδομένα μας από τις μελέτες στο 
μόριο της και βέβαια τις δυσλειτουργίες που έχουν τα κύτταρα των ανθρώπων 
με NF-1, έχουμε δημιουργήσει την υπόθεση ότι η νευροϊνιδίνη, πέρα από το 
ρόλο της ως RasGAP, πρέπει να έχει και επιπλέον πυρηνικούς ρόλους που 
μπορεί να σχετίζονται με την οργάνωση σηματοδοτικών πρωτεϊνικών 
συμπλεγμάτων που σχετίζονται με διαφοροποίηση και πολλαπλασιασμό και 
ρυθμίζονται από την PKCε. Έτσι, στην περίπτωση της μεταλλαγμένης μορφής 
της νευροϊνιδίνης ή μειωμένων επιπέδων νευροϊνιδίνης ή μη φυσιολογικής 
μετακίνησης της, μπορεί να ασκηθεί πίεση για μη φυσιολογική μεταγραφή των 
γονιδίων που εμπλέκονται στον πολλαπλασιασμό των κυττάρων ή στη 
διαφοροποίησή τους.  
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΔΙΔΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΡΙΒΗΣ 
Η πλειονότητα των καρκίνων του νευρικού συστήματος δημιουργείται 
από μεταλλαγές στην αλληλουχία ογκοκατασταλτικών γονιδίων τα οποία 
συμμετέχουν σε πληθώρα μονοπατιών μεταγωγής σήματος και ρυθμίζουν 
διαδικασίες που σχετίζονται με την καρκινογένεση όπως ο πολλαπλασιασμός, 
η διαφοροποίηση και η κυτταρική προσκόλληση. Το μονοπάτι Ras/Raf/MAPK 
είναι ένα ζωτικής σημασίας μονοπάτι μεταγωγής σήματος, στο οποίο 
λαμβάνει μέρος μια πολύ σημαντική, σχετιζόμενη με καρκινικό σύνδρομο, 
ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη η νευροϊνιδίνη. Το Ras/ERK μονοπάτι ρυθμίζει 
δύο «αντίθετες» κυτταρικές διαδικασίες, τη διαφοροποίηση και τον 
πολλαπλασιασμό, διατάραξη των οποίων σχετίζεται άμεσα με την 
καρκινογένεση. Θεωρώντας τις PKC και τη νευροϊνιδίνη σημαντικούς 
ρυθμιστές του μονοπατιού και του βιολογικού αποτελέσματός του εξετάσαμε 
το ρόλο της PKCε και της νευροϊνιδίνης καθώς και της μεταξύ τους 
αλληλεπίδρασης στις θεμελιώδεις κυτταρικές διεργασίες της διαφοροποίησης 
και του πολλαπλασιασμού.  
Ο πρώτος στόχος, λοιπόν, ήταν η διαλεύκανση της σημασίας 
ενεργοποίησης καθώς και οι διαμοριακές αλληλεπιδράσεις της PKCε στη 
διαφοροποίηση καρκινικών σειρών του νευρικού συστήματος. Για το σκοπό 
αυτό, αρχικά, εξετάστηκαν οι καρκινικές ιδιότητες των κυττάρων κακοήθους 
όγκου των περιφερικών νευρικών ελύτρων μετά από φαρμακολογική 
ενεργοποίηση της ενδογενούς PKCε και στη συνέχεια μελετήθηκε το 
Ras/MAPK μονοπάτι μεταγωγής σήματος και η ρύθμισή του από την PKCε 
κατά τη διάρκεια διαφοροποίησης κυττάρων νευροβλαστώματος. Στα πλαίσια 
του στόχου αυτού κατασκευάστηκαν διπλά σταθερά διαμολυσμένες 
κυτταρικές σειρές επιθηλιακής και νευρικής προέλευσης που επαγόμενα 
εκφράζουν την PKCε και την κυρίαρχα αρνητική μορφή της. 
Επόμενος βασικός στόχος της διατριβής ήταν να διευκρινιστεί η 
σημασία της φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης από την PKCε σε μετα-
μιτωτικό, τερματικά διαφοροποιημένο περιβάλλον. Η επίτευξη του στόχου 
έγινε με τη χρήση πρωτογενών καλλιεργειών φλοιικών νευρώνων όρνιθας και 
φαρμακολογικές προσεγγίσεις.  
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Τελικός σημαντικός στόχος ήταν η μελέτη του ρόλου της νευροϊνιδίνης 
στον πολλαπλασιασμό καρκινικών και φυσιολογικών κυττάρων γλοίας και η 
ρύθμιση της από PKCε-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση. Ο στόχος επιτεύχθηκε 
με μελέτη της αφθονίας, των διαμοριακών αλληλεπιδράσεων, του 
υποκυτταρικού εντοπισμού και της κατάστασης φωσφορυλίωσης της 
νευροϊνιδίνης σε συγχρονισμένους πληθυσμούς κυττάρων γλοιοβλαστώματος 
και αστροκυττάρων. 
Η διαλεύκανση της εμπλοκής της νευροϊνιδίνης στις διαδικασίες της 
διαφοροποίησης και του πολλαπλασιασμού καθώς και η ρύθμισή της από την  
PKCε θα προσφέρουν σημαντική νέα γνώση σχετικά με την ανάπτυξη και την 
εξέλιξη των καρκίνων του νευρικού συστήματος, η οποία με τη σειρά της 
μπορεί να αποτελέσει έναυσμα για την ανάπτυξη νέων φαρμακολογικών 
στόχων. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1. Κατασκευή πλασμιδιακών φορέων έκφρασης και βακτηριακές 
καλλιέργειες 
 
2.1.1. Πλασμιδιακοί φορείς 
Τα πλασμίδια είναι δίκλωνα και συνήθως κυκλικά μόρια DNA, ξεχωριστά από 
το χρωμοσωμικό DNA, που μπορούν να αντιγράφονται αυτόνομα σε 
κατάλληλους ξενιστές. Τα πλασμίδια που χρησιμοποιούνται στη γενετική 
μηχανική ονομάζονται φορείς (vectors), χρησιμοποιούνται για να 
πολλαπλασιάζουν ή να εκφράζουν συγκεκριμένα γονίδια και είναι εμπορικά 
διαθέσιμα από διάφορους κατασκευαστές. Το γονίδιο ενδιαφέροντος 
κλωνοποιείται σε κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα που φέρει γονίδιο 
ανθεκτικότητας σε κάποιο αντιβιoτικό. Συγκεκριμένα, το γονίδιο εισάγεται σε 
ειδική περιοχή του φορέα, τη λεγόμενη πολλαπλή θέση κλωνοποίησης 
(Multiple Cloning Site, MCS), η οποία είναι μια μικρή περιοχή που περιέχει 
αρκετές κοινώς χρησιμοποιούμενες περιοριστικές θέσεις επιτρέποντας την 
εύκολη εισαγωγή ενός κομματιού DNA μετά από πέψη με περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες και επανακυκλοποίηση με τη λιγάση του DNA. Στη συνέχεια, 
τα πλασμίδια εισάγονται σε βακτήρια με μια διαδικασία που ονομάζεται 
μετασχηματισμός και τα βακτήρια εκτίθενται στα κατάλληλα αντιβιοτικά, ώστε 
να επιβιώσουν μόνο αυτά που φέρουν το γονίδιο ανθεκτικότητας στο 
αντιβιοτικό και άρα το πλασμίδιο. Τα βακτήρια μεγαλώνουν, συλλέγονται και 
λύνονται προκειμένου να απομονωθεί το πλασμίδιο ενδιαφέροντος και να 
χρησιμοποιηθεί για διαμολύνσεις σε ευκαρυωτικά κύτταρα. Στην παρούσα 
εργασία χρησιμοποιήθηκαν οι φορείς και έγιναν οι κλωνοποιήσεις όπως 
περιγράφονται παρακάτω. Τα χρησιμοποιούμενα στο σύστημα Tet-Off 
πλασμίδια ήτοι pTet-Off, pBI-EGFP, pTREtight και pTK-Hyg ήταν της 
Clontech. Τα πλασμίδια pHACE-PKCε-wild type και pHACE-PKCε-DN 
(K437R) ήταν προσφορά του Dr. Weinstein [301] και τα cDNA των PKCε-wild 
type και PKCε-DN (K437R) συζευγμένα με το HA κλωνοποιήθηκαν στο MCS 
του φορέα pTREtight. Τα πλασμίδια pGEX-6P2-Ran-wild type, pGEX-6P2-
Ran-active (Q69L) και pGEX-6P2-Ran-inactive (T24N) ήταν προσφορά της 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:54:58 EET - 137.108.70.7
 69 
Dr. Yixian Zheng [302] και τα cDNA των Ran-wild type, Ran-active (Q69L) και 
Ran-inactive (T24N) κλωνοποιήθηκαν στο MCS του φορέα pDsRed2-C1. Τα 
πλασμίδια pEGFP-CTD, pEGFP-GRDI, pEGFP-GRDII, pEGFP-sec14, 
pEGFP-GRDIsec14 βρίσκονται στο φορέα pEGFP-C1 (Clontech) και είναι όλα 
ιδιοκτησία του εργαστηρίου της Dr. Δήμητρας Μάγκουρα. Στα σχήματα που 
ακολουθούν φαίνονται οι πλασμιδιακοί χάρτες όλων των χρησιμοποιούμενων 
φορέων έκφρασης (Σχήμα 7 σύστημα Tet-Off, Σχήμα 8 οι υπόλοιποι) με τους 
υποκινητές, το MCS, τη συζευγμένη πρωτεΐνη και το γονίδιο ανθεκτικότητας 
στα αντιβιοτικά όπως παρέχονται από την εκάστοτε εταιρεία κατασκευής.  
 
Σχήμα 7. Οι χρησιμοποιούμενοι πλασμιδιακοί φορείς στο σύστημα Tet-Off. Α. 
Ο φορέας pTet-Off χρησιμοποιήθηκε αυτούσιος για την πρώτη σταθερή διαμόλυνση 
στο σύστημα Tet-Off. Β. Ο φορέας pTREtight στον οποίο κλωνοποιήθηκαν τα γονίδια 
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ενδιαφέροντος και χρησιμοποιήθηκε για τη δεύτερη σταθερή διαμόλυνση. C. Ο 
φορέας pBI-EGFP χρησιμοποιήθηκε ως βοηθητικό πλασμίδιο στην επιλογή των 
βέλτιστων Tet-Off κλώνων. D. Ο φορέας pTK-Hyg χρησιμοποιήθηκε ως βοηθητικό 




Σχήμα 8. Οι λοιποί χρησιμοποιούμενοι πλασμιδιακοί φορείς. Α. Ο φορέας 
pHACE προέκυψε από τον πλασμιδιακό φορέα pcDNA 3 μετά από προσθήκη του 
επίτοπου HA και έφερε τα cDNA των PKCε και DNPKCε. Β. Ο φορέας pGEX-6P2 
έφερε τα cDNA των Ran, RanQ69L και RanT24N. C. Ο φορέας pDsRed2-C1 
χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση των Ran, RanQ69L και RanT24N. D. Ο 
φορέας pEGFP-C1 έφερε τα cDNA των GRDI, GRDII, sec14, GRDIsec14, CTD, 
CTD-A, CTD-D. 
  
2.1.2. Πέψη DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες  
Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες είναι ένζυμα που παράγονται από 
βακτήρια και αναγνωρίζουν συγκεκριμένες αλληλουχίες, μήκους 4-8 
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νουκλεοτιδίων, οποιουδήποτε κομματιού DNA. Έχουν την ικανότητα να 
προκαλούν πέψη του DNA σε συγκεκριμένες θέσεις, εντός της αλληλουχίας 
αναγνώρισης ή σε γειτονικό της σημείο, οδηγώντας στο σχηματισμό 5’ ή 3’ 
προεξεχόντων άκρων ή στο σχηματισμό μη προεξεχόντων (τυφλών) άκρων. 
Μετά την πέψη δύο διαφορετικών κομματιών DNA με το ίδιο ένζυμο 
αφήνονται, συνήθως, συμπληρωματικά άκρα γεγονός που εξυπηρετεί στην 
επίδεση των δύο αυτών κομματιών μεταξύ τους. Κατά κανόνα γίνεται πέψη 
1μg DNA με 1 U ενζύμου στα 20 μl τελικού όγκου αντίδρασης. Στην 
αντίδραση της πέψης προστίθεται, σύμφωνα με τις οδηγίες του 
κατασκευαστή, το κατάλληλο ρυθμιστικό διάλυμα, στο οποίο το ένζυμο 
παρουσιάζει τη βέλτιστη δραστικότητα, ενώ, ορισμένα ένζυμα απαιτούν, 
επιπλέον, την προσθήκη αλβουμίνης βόειου ορού σε τελική συγκέντρωση 100 
μg/ml. Η θερμοκρασία επώασης της αντίδραση εξαρτάται από τη 
θερμοκρασία στην οποία το ένζυμο εμφανίζει τη βέλτιστη δραστικότητα και για 
τα περισσότερα ένζυμα είναι οι 37°C. Για την κατασκευή των pTREtight-PKCε 
και pTREtight-DNPKCε πραγματοποιήθηκε πέψη με τα ένζυμα KpnI και NotI 
στους 37°C, με BSA, για 4 h τουλάχιστον. Τα cDNA των Ran, RanQ69L και 
RanT24N λήφθηκαν από το φορέα pGEX-6P2 μετά από PCR με τους 
εκκινητές Forward: 5’-GTACTCGAGAAGCTGCGCAGGGAGAGCCC-3’, στον 
οποίο έχει προστεθεί η θέση πέψης του περιοριστικού ενζύμου XhoI, και 
Reverse: 5’- GTACCGCGGCAGGTCATCATCCTCATCC-3’, στον οποίο έχει 
προστεθεί η θέση πέψης του περιοριστικού ενζύμου SacII. Στη συνέχεια, 
κλωνοποιήθηκαν στο φορέα pDsRed2-C1 με πέψη χρησιμοποιώντας τα 
περιοριστικά ένζυμα XhoI και SacII στους 37 °C, με BSA, για 4 h τουλάχιστον.  
2.1.3. Αποφωσφορυλίωση του φορέα έκφρασης 
Μετά την πέψη με ενδονουκλεάσες, τα μεγάλου μεγέθους πλασμίδια 
είναι απαραίτητο να αποφωσφορυλιωθούν στα άκρα τους, ώστε αυτά να μην 
επανενωθούν. Συγκεκριμένα, στην αντίδραση χρησιμοποιήθηκε βακτηριακή 
αλκαλική φωσφατάση (Sigma-Aldrich) που αφαιρεί τις 5’-φωσφορικές ομάδες. 
Αναλυτικά, στην αντίδραση  προστέθηκαν 100 ng πλασμιδιακού φορέα (μετά 
την πέψη), ειδικό διάλυμα αποφωσφορυλίωσης (dephosphorylation buffer), 2 
U αλκαλική φωσφατάση (1 U/μl) και dH2O μέχρι τελικό όγκο 10 μl. Στη 
συνέχεια ακολούθησε επώαση στους  37°C για 15 min και η αντίδραση 
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τερματίστηκε με θέρμανση στους  65°C για 15 min. Μετά το τέλος της 
αντίδρασης αποφωσφορυλίωσης, το προϊόν φυλάχθηκε στους 4°C. 
 
2.1.4. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 
Προκειμένου να επιτευχθεί η ανίχνευση και ο διαχωρισμός των 
προϊόντων της PCR ή της πέψης με ενδονουκλεάσες πραγματοποιήθηκε 
οριζόντια ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. Μόρια DNA μήκους 0,1 - 20 
Kb μπορούν να διαχωριστούν ανάλογα με το μοριακό τους βάρος σε 0,8-2% 
οριζόντιες πηκτές αγαρόζης. Συγκέντρωση αγαρόζης 1% είναι κατάλληλη για 
το διαχωρισμό 500-7000 βάσεις (π.χ. πλασμιδιακός φορέας και ένθεμα), ενώ 
2% για 20-500 βάσεις (π.χ. προϊόν RT-PCR). Συγκεκριμένα, κατάλληλη 
ποσότητα αγαρόζης (1% - 2% w/v, CAMBREX) διαλύθηκε σε ρυθμιστικό 
διάλυμα ΤΑΕ (Tris 2 M, AcCOOH 905 mM, Na22H2O EDTA 100 mM) και το 
διάλυμα θερμάνθηκε στους 100°C μέχρι να διαλυθεί πλήρως η αγαρόζη και 
να γίνει διαυγές. Όταν η θερμοκρασία της υγρής αγαρόζης έφτασε τους 50-
60°C προστέθηκε 0,5 μg/ml βρωμιούχο αιθίδιο και στη συνέχεια 
τοποθετήθηκε σε υποδοχή με ειδικά χτενάκια και αφέθηκε να στερεοποιηθεί. 
Το βρωμιούχο αιθίδιο χρησιμεύει στην οπτικοποίηση των κομματιών DNA 
αφού παρεμβάλλεται μεταξύ των βάσεων και έχει την ιδιότητα όταν απορροφά 
υπεριώδη ακτινοβολία, να εκπέμπει στο κόκκινο του ορατού φάσματος. Ως 
διάλυμα ηλεκτροφόρησης χρησιμοποιήθηκε το ΤΑΕ. Πριν φορτωθούν στην 
πηκτή, τα δείγματα αναμιγνύονται με διαλύματος φόρτωσης (σε αναλογία 5:1). 
Το διάλυμα φόρτωσης περιέχει 40% w/v σουκρόζη που, λόγω ειδικού βάρους, 
επιτρέπει την ευκολότερη τοποθέτηση των δειγμάτων στα φρεάτια και 0,42% 
κυανό του ξυλενίου το οποίο είναι χρωστική, ελαφρώς αρνητικά φορτισμένη, 
που στην ηλεκτροφόρηση κινείται στην ίδια κατεύθυνση με το DNA και 
επιτρέπει την παρακολούθηση της πορείας του μετώπου της 
ηλεκτροφόρησης. Παράλληλα με τα προς εξέταση δείγματα αναλύεται και 
κατάλληλος μάρτυρας γνωστών μοριακών μεγεθών DNA. Η ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιείται υπό σταθερή τάση 90 Volt. Μετά το τέλος της 
ηλεκτροφόρησης το πήκτωμα παρατηρείται υπό υπεριώδη ακτινοβολία και 
φωτογραφίζεται (Dolphin-Doc Pro system, Wealtec). 
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2.1.5. Απομόνωση τμημάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 
Η απομόνωση και ο καθαρισμός των κομματιών DNA από την πηκτή 
αγαρόζης πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του διαθέσιμου στο εμπόριο 
QIAquick Gel Extraction Kit (Cat.No. 28704) της εταιρείας QIAGEN, σύμφωνα 
με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Συνοπτικά, μετά την ηλεκτροφόρηση, τα 
κομμάτια DNA που ήταν προς απομόνωση χαράχθηκαν και αφαιρέθηκαν από 
την πηκτή αγαρόζης με  αποστειρωμένο νυστέρι υπό υπεριώδη ακτινοβολία. 
Τα απομονωμένα τμήματα αγαρόζης που περιείχαν το επιθυμητό DNA 
θερμάνθηκαν, μαζί με κατάλληλο διάλυμα, στους 50°C για 10 min ώσπου η 
αγαρόζη να διαλυτοποιηθεί και το DNA να απελευθερωθεί στο διάλυμα. Στη 
συνέχεια ακολούθησε δέσμευση σε ειδική ιοντοανταλακτική στήλη και 
αλλεπάλληλες πλύσεις και φυγοκεντρήσεις για το δυνατό καλύτερο καθαρισμό 
του DNA. Τέλος, η έκλουση του DNA από τη στήλη έγινε με 30 μl διάλυμα TE 
(10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA pH8.0).  
 
2.1.6. Επίδεση των ενθεμάτων στον πλασμιδιακό φορέα (ligation) 
Προκειμένου να ανασυνδεθούν δύο γραμμικά τμήματα DNA με 
συμβατά άκρα (ένθεμα και πλασμίδιο) χρησιμοποιήθηκε η DNA λιγάση του 
βακτηριοφάγου Τ4 (Takara Biotechnology). Το ένζυμο, αυτό, καταλύει την 
αντίδραση δημιουργίας φωσφοδιεστερικών δεσμών μεταξύ 3’-υδροξυλικών 
και 5’-φωσφορικών άκρων. Σε τελικό όγκο αντίδρασης 10μl προστέθηκαν, με 
αναλογία 1:3, 60ng ενθέματος και 20ng φορέα (που είχαν προηγουμένως 
απομονωθεί από πηκτή αγαρόζης), 1 U Τ4 λιγάσης, ειδικό buffer και dH2O. Η 
αντίδραση περατώθηκε στους 37°C για 16 h.  
Η ταυτοποίηση της εισαγωγής του ενθέματος έγινε με πέψη του 
προϊόντος επίδεσης με τα αντίστοιχα ένζυμα επίδεσης (New England 
Biotechnologies), ενώ, περαιτέρω επιβεβαίωση της αλληλουχίας έγινε με 
αυτόματη αλληλούχιση (sequencing).  
 
2.1.7. Παρασκευή δεκτικών μετασχηματισμού βακτηριακών κυττάρων 
Για την κατασκευή επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων, 
χρησιμοποιήθηκαν δύο κλώνοι βακτηριακών στελεχών του Escherichia coli 
(E. coli), ήτοι DH5a και GM2163 (Life Technologies). Τα βακτήρια 
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καλλιεργήθηκαν σε αποστειρωμένο υλικό καλλιέργειας Luria Broth (LB) 
(Sigma) ενώ η καλλιέργεια σε τρυβλία Petri έγινε με καλλιεργητικό υλικό LB 
Αgar (Sigma). Η όλη διαδικασία πραγματοποιήθηκε με αποστειρωμένα υλικά 
και υπό στείρες συνθήκες. Σκοπός της διαδικασίας είναι οι μεμβράνες ενός 
μέρους των βακτηρίων να γίνονται διαπερατές σε DNA. Έτσι, βακτηριακά 
κύτταρα από stock γλυκερόλης επιστρώθηκαν σε τρυβλίο, LB Αgar απουσία 
αντιβιοτικού για τα DH5a, παρουσία χλωραμφενικόλης (30 μg/ml) για τα 
GM2163, και καλλιεργήθηκαν στους 37°C για 16 h. Στη συνέχεια, επιλέχθηκε 
από το τρυβλίο μια αποικία η οποία ενοφθαλμίστηκε σε 5 ml LB broth, και 
καλλιεργήθηκε στους 37°C για 16 h, υπό συνεχή ανάδευση. 1 ml της 
καλλιέργειας, αυτής, επανακαλλιεργήθηκε σε 50-100 ml LB broth στους 37°C, 
υπό ανάδευση, μέχρι η οπτική πυκνότητα OD550 να φτάσει τιμές 0.5-1.0. 
Έπειτα, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν στις 3000 rpm, για 20 min στους 0°C 
και το ίζημα, αφού επαναδιαλύθηκε σε 25 ml παγωμένου 0.1 M CaCl2, 
παρέμεινε στον πάγο για 15min. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 3000 rpm, 
για 15 min στους 0°C, και επαναδιάλυση του ιζήματος σε 3.3 ml (1/15 του 
όγκου) παγωμένου διαλύματος 0.1 Μ CaCl2-15% γλυκερόλης. Τέλος, το 
διάλυμα των κυττάρων παρέμεινε στον πάγο για 4-20 h και στη συνέχεια 
μοιράστηκε σε eppendorfs, σε κλάσματα των 100 μl, και φυλάχθηκε στους   -
80°C. 
 
2.1.8. Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων με θερμικό σοκ 
Η διαδικασία του μετασχηματισμού μπορεί να γίνει μόνο σε δεκτικά 
βακτηριακά κύτταρα και επιτρέπει την είσοδο πλασμιδιακού DNA σε αυτά. 
Συγκεκριμένα, σε κλάσματα 100 μl επιδεκτικών προς μετασχηματισμό 
βακτηριακών κυττάρων προστέθηκαν περίπου 100 ng πλασμιδιακού DNA 
(που φέρει ανθεκτικότητα σε κάποιο αντιβιοτικό) και επωάστηκαν για 30 min 
στον πάγο. Ακολούθησε θερμικό σοκ στους 42°C διάρκειας 1,5-2 min και τα 
κύτταρα επέστρεψαν στον πάγο για ακόμα 2 min. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 
900 ml καλλιεργητικού μέσου LB broth και τα κύτταρα επωάστηκαν 37°C για 1 
h. Τελικά, τα κύτταρα επιστρώθηκαν σε τρυβλίο με κατάλληλο αντιβιοτικό (25 
μg/ml) το οποίο επωάστηκε στους 37°C για 16 h. Μετά τις 16 h, στο τρυβλίο 
μεγαλώνουν μόνο  τα βακτήρια που έχουν μετασχηματιστεί με το πλασμιδιακό 
DNA και συνεπώς παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στο αντιβιοτικό.  
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2.1.9. Απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής και μεσαίας κλίμακας από 
βακτηριακή καλλιέργεια 
Για να απομονωθεί το πλασμιδιακό DNA από τα μετασχηματισμένα 
βακτήρια, επιλέχθηκαν μία ή περισσότερες μετασχηματισμένες αποικίες οι 
οποίες, υπό στείρες συνθήκες και παρουσία κατάλληλου αντιβιοτικού, 
ενοφθαλμίστηκαν σε 5 ml LB broth. Οι μικρής κλίμακας καλλιέργειες 
αναπτύχθηκαν για 16 h, στους 37°C, υπό ανάδευση (250 rpm). Για την 
ανάπτυξη καλλιέργειας μεγάλης κλίμακας, μεταφέρθηκε 1 ml της μικρής 
καλλιέργειας σε 50-100 ml LB broth, παρουσία αντιβιοτικού, και επωάστηκε, 
υπό ανάδευση, στους 37°C για 16 h. Η απομόνωση πλασμιδιακού DNA 
μικρής κλίμακας έγινε με τη μέθοδο βρασμού (boiling prep) ή με τη χρήση του 
εμπορικά διαθέσιμου kit NucleoSpin (MACHEREY-NAGEL) σύμφωνα με τις 
οδηγίες του κατασκευαστή. 
 
Μικρής κλίμακας απομόνωση DNA- Μέθοδος βρασμού 
Πρόκειται για μια ταχεία, αξιόπιστη και ανέξοδη μέθοδο απομόνωσης 
που παράγει υψηλής ποσότητας αλλά μέτριας ποιότητας πλασμιδιακού DNA. 
Έτσι, η μέθοδος αυτή χρησιμοποιήθηκε μόνο για τον έλεγχο εισαγωγής των 
ενθεμάτων στους φορείς κλωνοποίησης και όχι σε περιπτώσεις που το DNA 
προοριζόταν για κυτταρικές διαμολύνσεις ή άλλες διεργασίες που η 
καθαρότητα του πρέπει να είναι η καλύτερη δυνατή. Για τη μέθοδο βρασμού 
χρησιμοποιήθηκαν 3 ml μικρής κλίμακας καλλιέργειας (όπως περιγράφηκε 
παραπάνω) τα οποία φυγοκεντρήθηκαν σε μικροφυγόκεντρο στις 5000 rpm 
για 15 min. Η υπόλοιπη καλλιέργεια μπορεί να φυλαχθεί στους  4°C για 
τουλάχιστον μία εβδομάδα. Το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 200 μl διαλύματος 
STET (8% σουκρόζη, 0,5% Triton X-100, 50mM Tris-HCl pH 8.0, 50 mM 
EDTA). Στη συνέχεια προστέθηκαν 10 μl λυσοζύμης (10 mg/ml) και τα 
κύτταρα αναδεύθηκαν έντονα. Το μίγμα τοποθετήθηκε για 1 min σε νερό που 
βράζει και έπειτα φυγοκεντρήθηκε, σε θερμοκρασία δωματίου, για 6 min στις 
13000 rpm. Το ίζημα απορρίφθηκε και το υπερκείμενο μεταφέρθηκε σε νέο 
eppendorf όπου προστέθηκαν 500 μl απόλυτης αιθανόλης για την 
κατακρήμνιση του πλασμιδιακού DNA. Το μίγμα αναδεύθηκε και 
τοποθετήθηκε στους -80°C για 5 min. Τελικά, φυγοκεντρήθηκε, στους 4°C, 
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στις 13000 g για 15 min και το ίζημα ξηράνθηκε και διαλύθηκε σε 50 μl 
διαλύματος ΤΕ.  
 
Μεσαίας κλίμακας απομόνωση DNA- Midi prep 
Η απομόνωση μεσαίας κλίμακας πλασμιδιακού DNA έγινε με εμπορικά 
διαθέσιμη στήλη ανιονικής ρητίνης και κατάλληλα διαλύματα (NucleoBond 
Plasmid DNA Purification Kit, MACHEREY-NAGEL) σύμφωνα με τις οδηγίες 
του κατασκευαστή. Η μέθοδος βασίζεται σε μια τροποποιημένη διαδικασία 
αλκαλικής/SDS λύσης [303]. Το σύστημα επιτρέπει ανάκτηση που αντιστοιχεί 
σε 500 μg- 2 mg DNA για βακτηριακή καλλιέργεια 100-500 ml. Η όλη 
διαδικασία έγινε σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Συνοπτικά, υπό 
αλκαλικές συνθήκες, τα βακτηριακά κύτταρα λύθηκαν απελευθερώνοντας το 
πλασμιδιακό DNA το οποίο στη συνέχεια δεσμεύθηκε στη ρητινική στήλη  
ανιονικής ανταλλαγής υπό συνθήκες χαμηλής αλατότητας και pH. 
Ακολούθησαν πολλαπλές πλύσεις και εκλούσεις με κατάλληλα διαλύματα με 
σκοπό την απομάκρυνση του RNA ή άλλων προσμίξεων. Το πλασμιδιακό 
DNA εκλούσθηκε από τη στήλη, υπό συνθήκες υψηλής αλατότητας, και 
κατακρίμνηστηκε με προσθήκη ισοπροπανόλης και γλυκογόνου και 
φυγοκέντρηση, στους 4°C, σε 15000 g για 15 min.  Τα άλατα 
απομακρύνθηκαν μετά από πλύση με 70% αιθανόλη και φυγοκέντρηση σε 
15000 g για 5min (4°C). Μόλις το ίζημα στέγνωσε, αναδιαλύθηκε σε 150 μl  
TE.  
 
2.1.10. Προσδιορισμός της συγκέντρωσης του DNA 
Η συγκέντρωση του DNA προσδιορίζεται με βάση την οπτική 
πυκνότητα του διαλύματος, όπως αυτή υπολογίζεται από φασματοφωτόμετρο 
UV-VIS. Το διάλυμα του DNA αραιώθηκε 100 φορές με dH2O, τοποθετήθηκε 
σε κυψελίδες χαλαζία και μετρήθηκε η απορρόφησή του στα  260nm και 
280nm. Η συγκέντρωση του DNA υπολογίζεται από την απορρόφηση OD260 
x 50 (σταθερά για τη μετατροπή σε συγκέντρωση δίκλωνων μορίων DNA) x 
100 (η αραίωση). Ο λόγος των οπτικών απορροφήσεων OD260/OD280 
αποτελεί δείκτη της καθαρότητας του DNA και πρέπει να είναι κοντά στο 2. 
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2.2. Καλλιέργειες και χειρισμοί κυττάρων  
 
Όλοι οι χειρισμοί που αφορούν τις καλλιέργειες κυτταρικών σειρών ή 
πρωτογενών κυττάρων γίνονται, υπό στείρες συνθήκες, σε θάλαμο νηματικής 
ροής, με αποστειρωμένα υλικά. H αποστείρωση του θαλάμου νηματικής ροής 
επιτεύχθηκε με υπεριώδη ακτινοβολία για 15 min, ενώ για τοπική 
αποστείρωση χρησιμοποιήθηκε διάλυμα αιθανόλης 70%. Η αποστείρωση των 
υλικών πραγματοποιήθηκε σε αυτόκαυστο στους 120°C και πίεση 1 kp/cm2 
για 2 h. Υγρά υλικά που καταστρέφονται σε υψηλές θερμοκρασίες 
αποστειρώθηκαν με στείρα διήθηση μέσα από φίλτρα 0,22 μm. Όλα τα 
κύτταρα φυλάχθηκαν σε κλίβανο επώασης σε συνθήκες 37°C και 5% CO2.  
 
2.2.1. Απομόνωση και καλλιέργεια πρωτογενών κυττάρων 
2.2.1.1. Καλλιέργεια πρωτογενών νευρώνων όρνιθας 
Η απομόνωση και διατήρηση πρωτογενών καλλιεργειών φλοιϊκών 
νευρώνων εμβρύου όρνιθας έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο που 
χρησιμοποιείται από την ομάδα της Dr. Μάγκουρα [121, 304]. Αναλυτικά, 
έμβρυα όρνιθας 8ης εμβρυϊκής μέρας θυσιάστηκαν και τα εγκεφαλικά 
ημισφαίρια αφαιρέθηκαν κάτω από άσηπτες συνθήκες. Ακολούθησε αφαίρεση 
των μηνίγγων και πλύση με αποστειρωμένο διάλυμα φωσφορικών ιόντων 
(Phosphate Buffer Saline, PBS) για τη απομάκρυνση των αιμοσφαιρίων. Εν 
συνεχεία, τα ημισφαίρια διαχωρίστηκαν μηχανικά μετά από διέλευση μέσα 
από ειδική μεμβράνη (mesh) με πόρους διαμέτρου 48 μm και τα κύτταρα 
επιστρώθηκαν σε τρυβλία επικαλυμμένα με πολυλυσίνη. Τα τρυβλία είναι 
απαραίτητο να επιστρωθούν με πολυλυσίνη (poly-L-lysine, 100 μg/ml) για 4-5 
h και στη συνέχεια να πλυθούν με PBS και dΗ2Ο. Μετά τις πλύσεις 
προστέθηκε θρεπτικό μέσο DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) με 
περιεκτικότητα D-γλυκόζης 4.5 g/L και 20% (v/v) ορός εμβρύου βοός (Fetal 
Bovine Serum, FBS). Η προσθήκη του ορού σε μεγάλη συγκέντρωση για 
τουλάχιστον τρείς ώρες κρίνεται απαραίτητη για την προσκόλληση θρεπτικών 
στοιχείων (αυξητικών παραγόντων κ.α.) πάνω στην ήδη προσκολλημένη 
πολυλυσίνη του υποστρώματος. Οι νευρώνες καλλιεργήθηκαν σε DMEM με 
περιεκτικότητα D-γλυκόζης 4.5 g/L και τελική συγκέντρωση ορού εμβρύου 
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βοός 1-5% (v/v). Οι επωάσεις και οι κλασματώσεις πραγματοποιήθηκαν σε 
νευρώνες μετά από 3 ημέρες σε καλλιέργεια (culture day 3, C3).  
 
2.2.1.2. Καλλιέργεια πρωτογενών αστροκυττάρων επίμυος 
Η απομόνωση πρωτογενών αστροκυττάρων νεογνού επίμυος έγινε 
όπως έχει προηγούμενα περιγραφεί [305]. Συγκεκριμένα, νεογνοί επίμυος 4ης 
ημέρας θυσιάστηκαν και τα εγκεφαλικά ημισφαίρια αφαιρέθηκαν κάτω από 
άσηπτες συνθήκες. Στη συνέχεια τα ημισφαίρια κυλίστηκαν σε χαρτί 
Whatmann, ώστε να απομακρυνθούν οι μεμβράνες, μεταφέρθηκαν σε 50 ml 
DMEM χωρίς ορό και τοποθετήθηκαν στον πάγο. Εκεί, κόπηκαν σε όσο το 
δυνατό μικρότερα κομμάτια με λεπίδα ξυραφιού και επωάστηκαν με 100 μl 
1mg/ml DNάση και 1 ml 2,5% τρυψίνη, σε καλλιεργητικό κλίβανο, για 30 min. 
Έπειτα, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν, σε θερμοκρασία δωματίου και 1000 
rpm για 5 min, και τοποθετήθηκαν σε Τ75 φλάσκες που είχαν προηγουμένως 
επιστρωθεί με πολυλυσίνη, όπως περιγράφεται παραπάνω. Το καλλιεργητικό 
μέσο των αστροκυττάρων ήταν: DMEM (1 g/l) με 10% FBS και μίγμα 
πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης και γενταμυκίνης. Όταν τα κύτταρα κάλυπταν το 
80% της φλάσκας, οι καλλιέργειες αναδιανέμονταν όπως περιγράφεται 
παρακάτω. Οι αναλύσεις ανοσοκυτταροχημείας πραγματοποιήθηκαν σε 
αδιαφοροποίητα (C4), μετρίως διαφοροποιημένα (C9) ή πλήρως 
διαφοροποιημένα αστροκύτταρα (C14-C21). 
 
2.2.1.3. Καλλιέργεια κυττάρων Schwann ανθρώπου και εμβρυϊκών 
ινοβλαστών μυός 
Κύτταρα Schwann: ανθρώπινα. Απομονώθηκαν και καλλιεργήθηκαν όπως 
έχει προηγούμενα περιγραφεί [306]. 
 
MEFs: Εμβρυϊκοί ινοβλάστες μυός (Mouse Embryonic Fibroblasts). 
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2.2.2. Καλλιέργεια κυτταρικών σειρών 
 Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν οι ακόλουθες κυτταρικές 
σειρές: 
90-8: ανθρώπινα. Πρόκειται για κακοήθη όγκο των περιφερικών νευρικών 
ελύτρων (MPNST) επιθηλιακής μορφολογίας από ασθενή με 
Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 (NF1-/-). Καλλιεργούνται σε DMEM υψηλής 
περιεκτικότητας γλυκόζης (4.5 g/l) με 10% FBS και μίγμα 
πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης.  
SH-SY5Y: ανθρώπινα (Καυκάσια θήλυ). Η κυτταρική σειρά SH-SY5Y 
αποτελεί έναν από τους τρεις διαδοχικά απομονωμένους κλώνους της 
κυτταρικής σειράς ανθρώπινου νευροβλαστώματος SK-N-SH, η οποία 
δημιουργήθηκε το 1970 από βιοψία μεταστατικού νευροβλαστώματος στο 
μυελό των οστών. Καλλιεργούνται σε RPMI εμπλουτισμένο με 10% FBS, L-
γλουταμίνη και μίγμα πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης.  
MCF7: ανθρώπινα (Καυκάσια θήλυ). Πρόκειται για αδενοκαρκίνωμα μαστού 
(από υδροθώρακα), επιθηλιακής μορφολογίας. Έχουν υποδοχέα 
οιστρογόνων και παρουσιάζουν ορμονική ευαισθησία. Καλλιεργούνται σε 
DMEM χαμηλής περιεκτικότητας γλυκόζης (1 g/l) με 10% FBS και μίγμα 
πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης.  
PC3: ανθρώπινα (Καυκάσιος άρρεν). Πρόκειται για αδενοκαρκίνωμα 
προστάτη επιπέδου IV, επιθηλιακής μορφολογίας. Δεν ανταποκρίνονται σε 
θεραπεία ανδρογόνων. Καλλιεργούνται σε RPMI με 10% FBS, L-γλουταμίνη 
και μίγμα πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης.  
TM31: ανθρώπινα (Γιαπωνέζα θήλυ). Πρόκειται για αστροκύττωμα, 
προερχόμενο από ασθενή με Νευροϊνωμάτωση τύπου 1 (NF1+/-), 
επιθηλιακής μορφολογίας. Παρουσιάζουν ανθεκτικότητα σε φαρμακολογικά 
προωθούμενη μορφολογική διαφοροποίηση. Καλλιεργούνται σε MEMα 
(Minimum Essential Media alpha) με 10% FBS και μίγμα 
πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης. 
PC12: κύτταρα φαιοχρωμοκυττώματος αρουραίου. Καλλιεργούνται σε RPMI 
με 10% ορό αλόγου (Horse Serum, HS), 5% FBS και μίγμα 
πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης. Μεγαλώνουν σε τρυβλία καλλιέργειας που έχουν 
επιστρωθεί με κολλαγόνο αρουραίου τύπου Ι για 3 h σε θερμοκρασία 
δωματίου και εκπλυθεί με διάλυμα φωσφορικών (Phosphate Buffer Saline, 
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PBS). Το κολλαγόνο φτιάχτηκε από ουρές ποντικού σε οξικό οξύ και στη 
συνέχεια χρησιμοποιήθηκε σε αραίωση 1:50 (1 ml κολλαγόνο, 13 ml αιθανόλη 
και 36 ml Η2Ο). 
SF268: ανθρώπινα (Καυκάσια θήλυ). Πρόκειται για γλοιοβλάστωμα, 
δεσμιδωτής μορφολογίας. Παρουσιάζουν χαμηλά επίπεδα έκφρασης EGFR 
αφού το γονίδιο του EGFR  κωδικοποιεί μη ενεργή πρωτεΐνη.  Καλλιεργούνται 
σε RPMI με 10% FBS, L-γλουταμίνη και μίγμα πενικιλίνης/στρεπτομυκίνης. 
 
Όλα τα θρεπτικά μέσα προήλθαν από την εταιρεία Life Technologies 
και σε αυτά προστέθηκε 100 μg/ml πενικιλίνη/στρεπτομυκίνη (Biochrom AG). 
Οι οροί FBS και HS ήταν από τη  Biowest. Η L-γλουταμίνη (2 mM) από Life 
Technologies. Αλλαγή του θρεπτικού υλικού πραγματοποιούνταν κάθε δύο 
μέρες με εξαίρεση τις πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων. Όταν τα κύτταρα 
κάλυπταν το 80% της επιφάνειας των τρυβλίων, οι καλλιέργειες 
αναδιανέμονταν ώστε να διατηρηθούν σε εκθετική φάση ανάπτυξης. Κατά τη 
διαδικασία της αναδιανομής (cell passage) τα κύτταρα αρχικά ξεπλένονταν με 
PBS και στη συνέχεια προστίθετο διάλυμα τρυψίνης/EDTA (Life 
Technologies) για ~5 min. Όταν τα κύτταρα είχαν αποκολληθεί από την 
επιφάνεια των τρυβλίων, προστίθετο ίσος όγκος θρεπτικού μέσου για την 
εξουδετέρωση της τρυψίνης και τα κύτταρα φυγοκεντρούνταν στις 1000 rpm 
για 5min. Το ίζημα των κυττάρων επαναδιαλυόταν σε θρεπτικό μέσο και 
πραγματοποιούνταν αναδιανομή του επιθυμητού αριθμού κυττάρων σε 
καινούρια τρυβλία.  
Απόθεμα κυττάρων κρατήθηκε από όλες τις κυτταρικές σειρές και 
φυλάχθηκε στους -80°C. Η διαδικασία παγώματος των κυττάρων είναι όμοια 
με αυτή της αναδιανομής με τη διαφορά ότι, μετά τη φυγοκέντρηση, τα 
κύτταρα αναδιαλύονταν σε κατάλληλο θρεπτικό μέσο κατάψυξης που περιείχε 
70% θρεπτικό μέσο, 20% FBS, 5% DMSO και 5% γλυκερόλη. Στη συνέχεια, 
τα κύτταρα μεταφέρονταν σε ειδικά φυαλίδια (cryovials) και τοποθετούνταν σε 
κουτί από φελιζόλ στους -80°C ώστε να παγώσουν σταδιακά. Την επόμενη 
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2.2.3. Παροδική διαμόλυνση κυττάρων με ηλεκτροδιάτρηση 
Τα κύτταρα SF268 διαμολύνθηκαν παροδικά με τη μέθοδο της 
ηλεκτροδιάτρησης χρησιμοποιώντας το πρόγραμμα A 023 της τεχνολογίας 
Amaxa (Biosystems), το οποίο και επιλέχθηκε μετά από προκαταρκτικά 
πειράματα. Τα SF268 διαμολύνθηκαν με τα RFP-Ran wild type, RFP-
RanT24N, RFP-RanQ69L, GFP-CTD, GFP-GRDI, GFP-GRDII, GFP-sec14, 
GFP-GRDIsec14 και GFP-C1 (2 μg/35 mm culture dish) σύμφωνα με τις 
υποδείξεις του κατασκευαστή. Εν συντομία, τα κύτταρα ενός 35mm τρυβλίου 
με πυκνότητα 80% εκπλύθηκαν με PBS και επωάστηκαν με τρυψίνη/EDTA 
για ~5min στους 37°C. Στη συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν για 5 λεπτά σε 1000 
rpm και το ίζημα των κυττάρων πλύθηκε σε 4 ml PBS και 
ξαναφυγοκεντρήθηκε. Το ίζημα που προέκυψε αναδιαλύθηκε σε 100 μl PBS 
και αναμείχθηκε με το αντίστοιχο πλασμιδιακό DNA. Τα εκάστοτε 
εναιωρήματα που προέκυψαν (>100 μl το καθένα) ηλεκτροδιατρήθηκαν με τη 
χρήση ειδικών κυββετών ηλεκτροδιάτρησης. Μετά την ηλεκτροδιάτρηση τα 
κύτταρα μεταφέρθηκαν σε  πλήρες καλλιεργητικό υλικό και τοποθετήθηκαν σε 
τρυβλία των 35 mm (για βιοχημικές αναλύσεις) ή καλυπτρίδες 18 mm (για 
αναλύσεις ανοσοκυτταροχημείας). Τα κύτταρα επωάστηκαν στους 37°C σε 
5% CO2 και την επόμενη ημέρα πραγματοποιήθηκε αλλαγή του θρεπτικού 
μέσου. Τυπικά, τα κύτταρα συλλέγονταν για ανάλυση 48 h μετά από τη 
διαμόλυνση. Η απόδοση της διαμόλυνσης με ηλεκτροδιάτρηση  (τυπικά 
~70%) εκτιμήθηκε με GFP ή RFP ανοσοφθορισμό και ανάλυση 
ανοσοστύπωσης κατά Western με κατάλληλα αντισώματα. 
 
2.2.4. Κατασκευή διπλά σταθερά διαμολυσμένων κυτταρικών σειρών 
Στην παρούσα εργασία κατασκευάστηκαν τουλάχιστον 6 διπλά 
σταθερά διαμολυσμένες κυτταρικές σειρές στις οποίες τα γονίδια 
ενδιαφέροντος βρισκόντουσαν υπό τον έλεγχο δοξυκυκλίνης. Συγκεκριμένα, οι 
MCF7-PKCε wild type, MCF7-DNPKCε, PC3-PKCε wild type, PC3-DNPKCε, 
90-8-PKCε wild type, 90-8-DNPKCε και PC12-PKCε wild type, PC12-
DNPKCε. Εδώ πρέπει να σημειωθεί ότι η κυτταρική σειρά PC12 αγοράσθηκε 
με σταθερή διαμόλυνση του πλασμιδίου Tet-Οff (ATCC) και έτσι σε αυτήν 
πραγματοποιήθηκε μόνο η δεύτερη σταθερή διαμόλυνση με τα πλασμίδια της 
PKCε. 
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2.2.4.1. Σύστημα Tet-Οff 
To Tet-Οff σύστημα ελεγχόμενης γονιδιακής έκφρασης βασίζεται στο 
αυστηρά ρυθμιζόμενο, υψηλής γονιδιακής έκφρασης σύστημα που 
περιγράφηκε από τους Gossen και Bujard [308] με τροποποιήσεις που έγιναν 
από τον Urlinger και τους συνεργάτες του [309]. Στο Tet-Οff σύστημα η 
βασική κατάσταση έκφρασης του γονιδίου ενδιαφέροντος διατηρείται 
παρουσία δοξυκυκλίνης (doxycycline, Dox, παράγωγο της τετρακυκλίνης) στο 
καλλιεργητικό μέσο, ενώ αφαίρεση της δοξυκυκλίνης έχει ως αποτέλεσμα την 
επαγωγή υπερέκφρασης. Η “On/Off” απόδοση του Tet-Οff συστήματος 
επιτρέπει την αυστηρά ρυθμιζόμενη γονιδιακή έκφραση ως απόκριση σε 
ποικίλες συγκεντρώσεις δοξυκυκλίνης. Τα μέγιστα επίπεδα έκφρασης του 
γονιδίου ενδιαφέροντος, απουσία Dox, είναι πολύ υψηλά και συγκρίνονται 
ευνοϊκά με δυνατούς υποκινητές θηλαστικών όπως ο CMV [310]. Σε αντίθεση 
με άλλα ρυθμιζόμενα συστήματα γονιδιακής έκφρασης, η γονιδιακή ρύθμιση 
στα Tet συστήματα είναι εξαιρετικά ειδική έτσι ώστε  τα αποτελέσματα να μην 
περιπλέκονται με πλειοτροπικές επιδράσεις ή μη ειδική επαγωγή.  
Στο E. coli, η Tet κατασταλτική πρωτεΐνη (Tet repressor protein, TetR) 
ρυθμίζει αρνητικά τα γονίδια του ανθεκτικού σε τετρακυκλίνη οπερονίου του 
Tn10 τρανσποζονίου. Απουσία τετρακυκλίνης (tetracycline, Tc), η TetR 
δεσμεύεται στις Tet ρυθμιστικές αλληλουχίες (Τet operator sequences, tetO) 
και παρεμποδίζει τη μεταγραφή αυτών των γονιδίων. Παρουσία Tc, η TetR 
αποσυνδέεται από το tetO και η μεταγραφή των γονιδίων που σχετίζονται με 
την ανθεκτικότητα στην τετρακυκλίνη ξεκινά. Οι TetR και tetO παρέχουν τη 
βάση για τα Tet-Οff και Tet-Οn συστήματα που χρησιμοποιούνται σε κύτταρα 
θηλαστικών: η TetR πρωτεΐνη μετατράπηκε σε ενεργοποιητή μεταγραφής και 
οι tetO αλληλουχίες χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία επαγόμενου 
υποκινητή. Οι κεντρικές έννοιες του Tet-Οff συστήματος συζητούνται 
παρακάτω. 
Ο Tet-Off ενεργοποιητής (transactivator, tTA): Ένα βασικό στοιχείο του 
Tet-Off συστήματος είναι η tTA πρωτεΐνη σύντηξης που ενεργοποιεί τη 
μεταγραφή [309]. Αυτός ο ρυθμιζόμενος από τετρακυκλίνη ενεργοποιητής 
αποτελείται από την TetR, συμπεριλαμβανομένων των περιοχών δέσμευσης 
σε DNA (DNA binding domain, BD), συντηγμένη με τρείς μικρές τύπου «F» 
περιοχές ενεργοποίησης (activation domains, AD) που προέρχονται από τον 
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ιό του έρπητα (herpes simplex virus) VP16 [311, 312]. Όπως και η TetR, έτσι 
και η tTA είναι ανίκανη να δεσμεύσει τις tetO αλληλουχίες παρουσία Tc ή Dox. 
Το πλασμίδιο ρυθμιστής pTRE-Tight: Το δεύτερο βασικό στοιχείο του 
Tet-Off συστήματος είναι το pTRE-Tight πλασμίδιο το οποίο και 
χρησιμοποιείται για τον έλεγχο της έκφρασης του γονιδίου ενδιαφέροντος 
(gene of interest, GOI) (Clontechniques, April 2003). Ο σύνθετος υποκινητής 
του TRE-Tight αποτελείται από ένα τροποποιημένο στοιχείο απόκρισης Tet 
(Tet-Responsive Element, TREmod), φτιαγμένο από 7 διαδοχικές 
επαναλήψεις μιας διαφοροποιημένης tetO αλληλουχίας, ενωμένο με έναν 
τροποποιημένο CMV υποκινητή (PminCMVΔ). Το πλασμίδιο TRE-Tight δεν 
έχει σημεία δέσμευσης για ενδογενείς μεταγραφικούς παράγοντες, συνεπώς 
είναι πρακτικά σιωπηλό απουσία επαγωγής. Στο Σχήμα 9 συνοψίζεται ο 
τρόπος λειτουργίας του συστήματος Tet-Off.  
 
Σχήμα 9. Απεικόνιση της επαγόμενης γονιδιακής έκφρασης στο 
σύστημα Tet-Off (Clontech). Στο Tet-Off σύστημα, τα, μη-επαγόμενα, βασικά 
επίπεδα έκφρασης διατηρούνται με την προσθήκη δοξυκυκλίνης, η οποία 
παρεμποδίζει την tTA ρυθμιστική πρωτεΐνη από το να προσδεθεί στις TREmod 
αλληλουχίες του πλασμιδίου pTREtight. Αφαίρεση της δοξυκυκλίνης από το 
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καλλιεργητικό μέσο επιτρέπει ισχυρή πρόσδεση στις TREmod αλληλουχίες και 
επάγει υψηλών επιπέδων μεταγραφή.  
 
Το Tet-Off σύστημα ανταποκρίνεται εξίσου σε τετρακυκλίνη και 
δοξυκυκλίνη. Οι χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις είναι πολύ χαμηλότερες 
από τα κυτταροτοξικά επίπεδα, ωστόσο ο χρόνος ημιζωής της Dox (24 h) 
είναι μεγαλύτερος της Tc (12 h) για αυτό και χρησιμοποιήθηκε αποκλειστικά η 
πρώτη. 
 
2.2.4.2. Διαμόλυνση και επιλογή σταθερά διαμολυσμένων κλώνων Tet-Οff 
Στην αρχή πραγματοποιήθηκαν πιλοτικά πειράματα, σύμφωνα με τις 
οδηγίες του κατασκευαστή (Clontech) για να εξακριβωθεί: 1) αν ο 
χρησιμοποιούμενος ορός είναι συμβατός με το σύστημα Tet-Οff και βρήκαμε 
ότι ο ορός που χρησιμοποιήθηκε (Biowest, 4808) δεν περιέχει ίχνη 
δοξυκυκλίνης ή τετρακυκλίνης. 2) ποια είναι η κατάλληλη συγκέντρωση για τα 
χρησιμοποιούμενα αντιβιοτικά geneticin (Applichem, G418) και υγρομυκίνη 
(Life Technologies). Πραγματοποιώντας τιτλοδότηση (καμπύλες θανάτου) 
βρήκαμε ότι οι κατάλληλες συγκεντρώσεις για τις χρησιμοποιούμενες 
κυτταρικές σειρές είναι:  
 
Κυτταρική σειρά Συγκέντρωση G418 Συγκέντρωση υγρομυκίνης 
MCF7 1mg/ml 600μg/ml 
PC3 500μg/ml 200μg/ml 
90-8 500μg/ml 300μg/ml 
PC12 - 300μg/ml 
 
Η διαδικασία δημιουργίας της πρώτης σταθερής διαμόλυνσης των 
κυττάρων με το πλασμίδιο pTet-Off που περιέχει το tTA στοιχείο και οι 
επιλογή των κλώνων έγινε με τη χρήση της λιποφεκταμίνης (LipofectamineTM, 
Life Technologies) σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Συγκεκριμένα, 
μια μέρα πριν τη διαμόλυνση, 2x106 κύτταρα τοποθετήθηκαν σε 60 mm 
τρυβλίο, με το σύνηθες καλλιεργητικό μέσο αλλά χωρίς αντιβιοτικά, ώστε να 
καλύπτουν περίπου το 80% του τρυβλίου τη στιγμή της διαμόλυνσης. Για κάθε 
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συνθήκη σε 60 mm τρυβλίο προετοιμάστηκαν τα ακόλουθα συμπλέγματα: α) 
3 μg DNA διαλύθηκαν σε 300 μl Opti-MEM I Reduced Serum Medium χωρίς 
ορό και ακολούθησε ήπια ανάδευση, β) 6 μl λιποφεκταμίνης διαλύθηκαν, 
επίσης, σε 300 μl Opti-MEM και ακολούθησε ήπια ανάδευση, γ) Τα διαλυμένα 
DNA και λιποφεκταμίνη αναμίχθηκαν, ανακινήθηκαν ήπια και επωάστηκαν, σε 
θερμοκρασία δωματίου, για 40 min, δ) Για κάθε διαμόλυνση προστέθηκε 0,6 
ml Opti-MEM στα συμπλέγματα (τελικός όγκος: 1,2 ml) και ακολούθησε ήπια 
ανακίνηση. Μετά τη δημιουργία των συμπλεγμάτων, το καλλιεργητικό μέσο 
των κυττάρων αντικαταστάθηκε από 0,6 ml μέσου, χωρίς ορό, συν τα 1,2 ml 
των συμπλεγμάτων και το τρυβλίο ανακινήθηκε ήπια. Τα κύτταρα 
επωάστηκαν, στους 37°C, σε CO2 κλίβανο για 4 h και στη συνέχεια 
προστέθηκαν επιπλέον 0,6 ml καλλιεργητικού μέσου με όρο και η επώαση 
συνεχίστηκε για ακόμα 16 h. Την επόμενη μέρα τα κύτταρα πλύθηκαν και 
προστέθηκε το σύνηθες καλλιεργητικό μέσο με 5% ορό και αντιβιοτικά. 
Ακολούθησε επώαση σε καλλιεργητικό κλίβανο για 72 h ώστε να 
πραγματοποιηθούν τουλάχιστον δύο γύροι κυτταρικής διαίρεσης, αφού τόσες 
είναι οι απαραίτητες διαιρέσεις μετά τη διαμόλυνση προκειμένου να επιτραπεί 
η έκφραση της ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό. Στη συνέχεια, τα κύτταρα 
αναδιανεμήθηκαν αραιά (1:10) σε 100 mm τρυβλία με το αντίστοιχο 
καλλιεργητικό τους μέσο και προστέθηκε κατάλληλη ποσότητα G418. Το 
καλλιεργητικό μέσο και το αντιβιοτικό αντικαθίστατο κάθε τέσσερις ημέρες. 
Ύστερα από πέντε  μέρες τα κύτταρα στα οποία δεν ενσωματώθηκε το 
πλασμίδιο ξεκίνησαν να πεθαίνουν. 2-4 εβδομάδες αργότερα άρχισαν να 
εμφανίζονται οι πρώτες ανθεκτικές σε G418 αποικίες. Με τη χρήση 
αποστειρωμένων κυλίνδρων απομονώθηκαν τουλάχιστον 20 μεγάλες και 
υγιείς αποικίες οι οποίες τοποθετήθηκαν σε καλλιεργητικά πιάτα 24 θέσεων 
(24-well plate) παρουσία 500 μg/ml G418. Όταν αναπτύχθηκαν τόσο ώστε να 
καλύψουν την επιφάνεια των πηγαδιών κατά 80% αναδιανεμήθηκαν σε 
μεγαλύτερα τρυβλία παρουσία 500 μg/ml G418.  
Όταν μεγάλωσαν οι υποψήφιοι Tet-Off κυτταρικοί κλώνοι 
πραγματοποιήθηκαν παροδικές διαμολύνσεις με ηλεκτροδιάτρηση 
χρησιμοποιώντας το pBI-EGFP πλασμίδιο για να διαπιστωθεί ποιοί είναι οι 
κλώνοι που πληρούν καλύτερα τα κριτήρια για τη δημιουργία σταθερών 
διαμολυσμένων Tet-Off κυτταρικών σειρών. Συνοπτικά, ένα 35 mm τρυβλίο 
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από κάθε κλώνο, κάθε κυτταρικής σειράς διαμολύνθηκε με 2 μg pBI-EGFP με 
τη χρήση των παρακάτω προγραμμάτων στο προϊόν Amaxa, MCF7: G-013, 
PC3: O-003, 90-8: A-023, PC12: A-023.  Μετά τη διαμόλυνση τα κύτταρα 
χωρίστηκαν σε 2 διαφορετικά 35 mm τρυβλία και προστέθηκε ή όχι 100 ng/ml 
Dox (Sigma) ώστε να διακοπεί η έκφραση του GFP. 48–72 h μετά τη 
διαμόλυνση τα κύτταρα λύθηκαν και αναλύθηκαν για την έκφραση ή μη του 
GFP. Επιλέχθηκαν οι κλώνοι που παρουσίασαν τη μέγιστη επαγωγή (μέγιστη 
έκφραση του GFP και ελάχιστο background) και κρατήθηκαν άμεσα στοκ 
στους -80°C. 
 
2.2.4.3. Διαμόλυνση και επιλογή σταθερά διαμολυσμένων κλώνων pTRE-
Τight-PKCε και pTRE-Τight-DNPKCε 
Χρησιμοποιώντας την τεχνολογία Amaxa, ένας επιλεγμένος κλώνος 
Tet-Off από κάθε κυτταρική σειρά διαμολύνθηκε με το ανασυνδυασμένο 
pTRE-Tight πλασμίδιο, που περιείχε την PKCε αγρίου τύπου (PKCε wild type) 
ή τη κυρίαρχα αρνητική μορφή της (DNPKCε), μαζί με ένα πλασμίδιο που 
φέρει γονίδιο ανθεκτικότητας στην υγρομυκίνη (pTK-Hyg). Τα δύο πλασμίδια 
χρησιμοποιήθηκαν σε αναλογία 20:1. Η διαμόλυνση στις διάφορες κυτταρικές 
σειρές, έγινε με τα προγράμματα που προαναφέρθηκαν. Τα διαμολυσμένα 
κύτταρα τοποθετήθηκαν σε τρυβλία και για την επιλογή των κλώνων 
ακολουθήθηκε διαδικασία όμοια με την επιλογή των Tet-Off κλώνων με τη 
διαφορά ότι το χρησιμοποιούμενο αντιβιοτικό ήταν η υγρομυκίνη και ότι στο 
καλλιεργητικό μέσο προστέθηκε 100 ng/ml Dox ώστε να μην εκφραστεί το 
κατά περίπτωση γονίδιο ενδιαφέροντος. 4-6 εβδομάδες μετά τη διαμόλυνση οι 
κλώνοι απομονώθηκαν με αποστειρωμένους κυλίνδρους και μεταφέρθηκαν σε 
ξεχωριστά καλλιεργητικά πιάτα. Τουλάχιστον 20 κλώνοι εξετάστηκαν ως προς 
την έκφραση της PKCε παρουσία ή απουσία 100 ng/ml Dox για 48 h με 
ανοσοστύπωση κατά Western. Όπως και στις Tet-Off κυτταρικές σειρές, 
επιλέχθηκαν οι κλώνοι με τη μεγαλύτερη δυνατή επαγωγή και το μικρότερη 
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2.2.5. Χορήγηση αγωνιστών, ανταγωνιστών και αναστολέων 
Ο αναστολέας των κλασσικών PKC Gö6976 (3 μΜ) ήταν προϊόν της  
Calbiochem, ο ειδικός και αντιστρεπτός αναστολέας του πρωτεασώματος 
MG132 (1 μM) και το ρετινοϊκό οξύ (Retinoic Acid, RA, 10 μM) προήλθε από 
τη Sigma, o αναστολέας του CRM1-εξαρτώμενου μονοπατιού πυρηνικής 
εξόδου λεπτομυκίνη Β (Leptomycin B, LMB, 20ng/ml) ήταν της LC 
Laboratories, ενώ ο ενεργοποιητής κλασσικών και νεοφανών PKC, ο 
φορβικός εστέρας TPA (100 nM) και ο αναστολέας των φωσφατασών 
calyculin Α (1 nM) προήλθαν από την Alexis. Οι αναστολείς του κυτταρικού 
κύκλου θυμιδίνη (2,5 mM) και νοκοδαζόλη (nocodazole, 400 ng/ml) ήταν της 
MP Biomedicals. Το ειδικό για την PKCε πεπτίδιο ενεργοποιητής ψεRACK 
[CYGRKKRRQRRR-NH2 (TAT) \S-S/CHDAPIGYD –COOH] (1 μΜ) και το 
PKCε ειδικό πεπτίδιο αναστολέας εV1-2 [CYGRKKRRQRRR-NH2 (TAT) \S-S/ 
EAVSLKPT] (1 μΜ) [313] συντέθηκαν στο Biopolymer Facility του 
Πανεπιστημίου της Maryland. Τα κύτταρα προεπωάστηκαν με Gö6976 και 
εV1-2 για 20 min πριν την προσθήκη TPA. Όλες οι υπόλοιπες επωάσεις με 
αναστολείς ή ενεργοποιητές έγιναν όπως επισημαίνονται στα αποτελέσματα. 
Οι φαρμακολογικοί παράγοντες προστέθηκαν σε στείρο περιβάλλον και τα 
κύτταρα αμέσως τοποθετήθηκαν σε επωαστικό κλίβανο των 37°C και 5% 
CO2. 
 
2.2.6. Συγχρονισμός κυττάρων 
Αρχικά πραγματοποιήθηκαν δοκιμασίες πολλαπλασιασμού 
(proliferation assays) ώστε να διαπιστωθεί ο χρόνος διπλασιασμού και η 
διάρκεια κάθε φάσης του κυτταρικού κύκλου των SF268 κυττάρων. 
Συγκεκριμένα, 105 κύτταρα τοποθετήθηκαν σε κάθε ένα από 10 x 35 mm 
τρυβλία. Κάθε 6 h τα κύτταρα από ένα τρυβλίο συλλέγονταν και μετρούνταν 
σε αιματοκυττόμετρο. Για τον συγχρονισμό στην αρχή της S φάσης 
τροποποιήθηκε και διαμορφώθηκε ένα προηγούμενα γνωστό πρωτόκολλο 
θυμιδίνης [314]. Εν συντομία, 2x105 κύτταρα τοποθετήθηκαν σε 100 mm 
καλλιεργητικά πιάτα. Την επόμενη μέρα, το καλλιεργητικό μέσο 
αντικαταστάθηκε με RPMI που περιείχε 2,5 mM θυμιδίνη (MP Biomedicals) 
και 5% FBS και τα κύτταρα επωάστηκαν για 48 h (G1/S σημείο). Το 
καλλιεργητικό μέσο με τη θυμιδίνη αφαιρέθηκε και τα κύτταρα, αφού 
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πλύθηκαν δύο φορές με PBS, τοποθετήθηκαν σε φρέσκο θρεπτικό που 
περιείχε 10% FBS. Για τις επόμενες 12 h τα απελευθερωμένα κύτταρα, που 
έμπαιναν στην S φάση, συλλέχθηκαν κάθε 4 h (σημεία S1, S2, S3). Όταν τα 
κύτταρα έφτασαν στην G2 φάση, προστέθηκε νοκοδαζόλη με τελική 
συγκέντρωση 400 ng/ml σε μέσο που περιείχε 5% FBS και η καλλιέργεια 
συνεχίσθηκε για 2,5 (G2a σημείο), 5 (G2b σημείο) ή 8 h (G2/M σημείο). Τα 
στρογγυλά μιτωτικά κύτταρα συλλέχθηκαν με τη διαδικασία shake-off. Μέρος 
των κυττάρων επανατοποθετήθηκαν σε τρυβλίο με φρέσκο θρεπτικό μέσο και 
10% FBS, ώστε να απελευθερωθούν από την αναστολή του κυτταρικού 
κύκλου, και συνέχισαν στη μίτωση για 30 (M1 σημείο) ή 60 min (M2 σημείο) 
και τη G1 φάση για 5 h. Η επιβεβαίωση ότι το χρησιμοποιούμενο πρωτόκολλο 
συγχρονίζει τα κύτταρα έγινε με ανοσοστύπωση κατά Western με ειδικούς 
δείκτες του κυτταρικού κύκλου (cyclin B1, cyclin D1, cRaf1). 
 
2.2.7. Δοκιμασία διεισδυτικότητας Matrigel 
To MatrigelΤΜ είναι μια βασική μεμβράνη που προέρχεται από τα EHS 
κύτταρα σαρκώματος και περιέχει στοιχεία της βασικής μεμβράνης 
(κολλαγόνα, λαμινίνη και πρωτεογλυκάνες) αλλά και αποικοδομητικά ένζυμα 
της θεμέλιας ουσίας (matrix degrading enzymes). Η δοκιμασία 
διεισδυτικότητας Matrigel χρησιμοποιείται για το χαρακτηρισμό της 
διεισδυτικής ικανότητας καρκινικών κυττάρων μετά από φαρμακολογικές 
επιδράσεις. Η διαδικασία έχει ως εξής: 0,3 ml Matrigel (10 mg/ml, BD 
Biosciences) προστέθηκε σε τρυβλία 24 θέσεων και επωάστηκε, στους 37°C, 
για 15 min προκειμένου να στερεοποιηθεί. 6,25 x 103 κύτταρα μετρήθηκαν και 
τοποθετήθηκαν σε κάθε θέση του τρυβλίου. Ο ενεργοποιητής της PKCε, 
ψεRACK, προστέθηκε ή όχι στο καλλιεργητικό μέσο κάθε 24 h για συνολικά 
72 h. Η μορφολογία των κυτταρικών δικτύων αναλύθηκε μικροσκοπικά με τη 
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2.3. Ανάλυση επιπέδων mRNA 
 
2.3.1. Aπομόνωση ολικού RNA 
Ολικό RNA απομονώθηκε από πληθώρα κυτταρικών σειρών με το 
αντιδραστήριο TRIzol (Life Technologies), σύμφωνα με τις οδηγίες του 
κατασκευαστή. Το TRIzol είναι ένα ομογενές διάλυμα φαινόλης με 
αποδιατάκτες και αναστολείς RNAσών ευρέως χρησιμοποιούμενο σε 
απομονώσεις ολικού RNA. Συγκεκριμένα, ένα 100 mm τρυβλίο με 
προσκολλημένα ευκαρυωτικά κύτταρα πλύθηκε με PBS και προστέθηκε 1 ml 
TRIzol. Τα κύτταρα αποξέθηκαν από  την επιφάνεια του τρυβλίου 
μεταφέρθηκαν σε eppedorf όπου παρέμειναν, σε θερμοκρασία δωματίου, για 
5 min. Στη συνέχεια, για κάθε ml TRIzol, προστέθηκαν 0,2 ml 
βρωμοχλωροπροπάνιο και το διάλυμα αναδεύτηκε καλά και επωάστηκε, σε 
θερμοκρασία δωματίου, για 5 min. Ακολούθησε φυγοκέντρηση, στους 4°C και 
12000 g, για 20 min. Μετά τη φυγοκέντρηση το μίγμα διαχωρίστηκε σε τρεις 
φάσεις, την άνω φάση που είναι υδατική και περιέχει το RNA, τη μεσαία που 
περιέχει τις πρωτεΐνες και την κάτω στην οποία βρίσκεται η φαινόλη. Η 
υδατική φάση συλλέχθηκε με προσοχή, μεταφέρθηκε σε νέο eppedorf και 
ακολούθησε κατακρήμνιση του RNA με την προσθήκη 0,5 ml ισοπροπανόλης 
για κάθε 1 ml TRIzol. Το μίγμα επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 10 
min, φυγοκεντρήθηκε, στους 4°C και 12000 g, για 20 min και το ίζημα 
πλύθηκε με 1 ml  αιθανόλης 75% και φυγοκεντρήθηκε ξανά για 10 min. 
Τελικά, το ίζημα του RNA στεγνώθηκε και αναδιαλύθηκε σε 50 μl, ελεύθερο 
ριβονουκλεάσης, ddH2O (double destilled Η2Ο). Η ποσότητά του 
προσδιορίστηκε με μέτρηση της οπτικής του πυκνότητας στα 260 nm. Η 
συγκέντρωση του RNA υπολογίστηκε από την απορρόφηση OD260 x 40 
(σταθερά για τη μετατροπή σε συγκέντρωση μονόκλωνων μορίων RNA) x 100 
(η αραίωση). Ο λόγος των οπτικών απορροφήσεων OD260/OD280 αποτελεί 
δείκτη της καθαρότητας του RNA και πρέπει να είναι κοντά στο 2. 
 
2.3.2. Αντίστροφη μεταγραφή και Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
(RT-PCR) 
Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, 
PCR) είναι μία τεχνική που χρησιμοποιείται για την in vitro ενζυματική 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:54:58 EET - 137.108.70.7
 90 
ενίσχυση ενός συγκεκριμένου τμήματος DNA ή cDNA. Στην παρούσα μελέτη 
χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση των μεταγραφικών επιπέδων πληθώρας 
γονιδίων. Ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε ολικό RNA που απομονώθηκε από 
διάφορες κυτταρικές σειρές, μεταγράφηκε αντίστροφα (Reverse Transcribed, 
RT) σε cDNA και υπεβλήθη σε PCR με ειδικούς, για συγκεκριμένα γονίδια, 
εκκινητές. Αναλυτικά, σε μικροφυγοκεντρικό σωλήνα προστέθηκαν 1 μg 
ολικού  RNA, 10 ng/ml τυχαίων εκκινητών (random primers) (Life 
Technologies), 1 μΜ dNTPs (PROMEGA) και ddH2O ώστε ο τελικός όγκος να 
φτάσει τα 12 μl. Το μίγμα αποδιατάχθηκε στους 65°C για 5 min και 
τοποθετήθηκε, απευθείας, σε πάγο. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 4 μl ειδικού 
ρυθμιστικού διαλύματος (5X First-Strand Buffer), 2 μl 0,1 M DTT, και 1 μl 
RNaseOUT (40 U/μl), όλα από την Life Technologies, και το μίγμα επωάστηκε 
στους 25°C για 2 min. Τελικά, προστέθηκε 0,5 μl (100 U) της αντίστροφης 
μεταγραφάσης SuperScript™ II RT (Life Technologies), το διάλυμα 
αναδεύτηκε και επωάστηκε διαδοχικά στους 25°C για 10 min, στους 42°C για 
50 min και στους 70°C για 15 min (ώστε να απενεργοποιηθεί το ένζυμο). Μετά 
το πέρας της αντίδρασης τα cDNA φυλάχθηκαν στους -20°C. 
 
Η αντίδραση της PCR πραγματοποιήθηκε με αντιδραστήρια της HyTest 
Taq και ειδικούς, σε κάθε περίπτωση, εκκινητές. Συγκεκριμένα, σε τελικό όγκο 
αντίδρασης 10μl, χρησιμοποιήθηκαν: 0,5 μg cDNA, ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα 
(1x PCR Buffer), 1,5 mM MgCl2, 0.25mM dNTPs (κάθε ένα), 0,2 μM πρόσθιου 
και ανάστροφου εκκινητή, 1 U Taq Πολυμεράση και ddH2O. Οι αντιδράσεις 
PCR πραγματοποιήθηκαν σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή, υπό τις 
ακόλουθες συνθήκες: 
1. Αποδιάταξη στους 94°C για 5 min  
2. Αποδιάταξη στους 94°C για 1 min 
3. Υβριδοποίηση σε κατάλληλη, κατά περίπτωση, θερμοκρασία για 1 min  
4. Επιμήκυνση στους 72°C για 2 min 
5. Τελική επιμήκυνση στους 72°C για 10 min 
 
Τα βήματα 2-4 επαναλήφθηκαν με κατάλληλο αριθμό κύκλων ώστε τα 
παραγόμενα προϊόντα της PCR να βρίσκονται στην εκθετική φάση σύνθεσης 
και η PCR να θεωρείται ημι-ποσοτική. 
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Στον πίνακα 6 που ακολουθεί φαίνονται οι αλληλουχίες όλων των εκκινητών 
που χρησιμοποιήθηκαν, τα γονίδια που αφορούν, το μέγεθος των προϊόντων, 
η θερμοκρασία τήξεώς τους (melting temperature, Tm) και ο αριθμός των 
επαναλαμβανόμενων κύκλων αποδιάταξης-υβριδοποίησης-επιμήκυνσης σε 
κάθε περίπτωση. Η οπτικοποίηση των προϊόντων της PCR έγινε σε πηκτή 
αγαρόζης με χρώση βρωμιούχου αιθιδίου.  
 





















































600bp 56°C x 22 
R: CTAGAAGCAGCGGTGGAGGATGGAGGG 
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F: ACAGCCTTCTCAGGCCAACAC 299bp/ 
176bp 





108bp 53°C x 36 
R: GGGTGTTGTGATCCCTGATTCC 
GRDI/II 
F: ATTGTGATCACATCCTCTGATTGG 355bp/ 
418bp 
52°C x 35 
R: CATGATTGGCAATACTCTGAA 
 
Πίνακας 6. Λίστα χρησιμοποιούμενων εκκινητών και κατάλληλες 
συνθήκες του εκάστοτε PCR.  
 
 
2.4. Επεξεργασία και Ανάλυση Πρωτεϊνών 
 
2.4.1. Απομόνωση πρωτεϊνών 
Κατάλληλη ποσότητα κυττάρων (όχι λιγότερα από 5x106 κύτταρα) 
υποβλήθηκε στις επιθυμητές συνθήκες, τα κύτταρα συλλέχθηκαν και οι 
πρωτεΐνες εκχυλίσθηκαν με τη χρήση δύο εναλλακτικών διαλυμάτων το RIPA 
(10 mM Tris pH 7.5, 158 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% Triton-X-100, 
1% NaDoc) για όλα τα πειράματα ανοσοστύπωσης κατά Western ή το ΝΡ-40 
(50 mM Tris-HCL, 150 mM NaCl, 1% NP-40, pH 8.0) για τα πειράματα συν-
ανοσοκατακρήμνισης. Στα δύο, αυτά, διαλύματα προστέθηκαν αναστολείς 
φωσφατασών (ocadaic acid 1 nM, sodium orthovanadate 1 mM, NaF 2 mM) 
και πρωτεασών (1 mM PMSF και κοκτέιλ αναστολέων από Sigma). Η 
απομόνωση των ολικών πρωτεϊνών πραγματοποιήθηκε όπως έχει 
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προηγουμένως περιγραφεί [83, 315]. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα ξεπλύθηκαν 
με παγωμένο PBS και, αφού προστέθηκε RIPA ή NP-40, αποκολλήθηκαν 
από το τρυβλίο με τη χρήση scraper και συλλέχθηκαν με σύριγγα ινσουλίνης 
27G. Στη συνέχεια, μεταφέρθηκαν σε eppendorf και ομογενοποιήθηκαν με 
υπερήχηση (sonication) (4 x 5 sec) ή με τη χρήση της σύριγγας. Ακολούθησε 
υπό ανάδευση επώαση των δειγμάτων, στους 4°C, για 20 min,  
φυγοκέντρηση,  στους 4°C και 13000 rpm, για 20 min και μεταφορά του 
υπερκείμενου σε νέα eppendorf. Η όλη διαδικασία πραγματοποιήθηκε στον 
πάγο.  
 
2.4.2. Ανοσοκατακρήμνιση πρωτεϊνών 
Η ανοσοκατακρήμνιση είναι η μέθοδος με την οποία πρωτεϊνικά 
αντιγόνα ενός διαλύματος προσδένονται σε κατάλληλα αντισώματα 
δημιουργώντας ανοσοσύμπλοκα τα οποία κατακρημνίζονται προκειμένου να 
μελετηθούν για την ύπαρξη άλλων πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν με αυτά. Η 
συγκεκριμένη διαδικασία είναι κατάλληλη ώστε να απομονωθεί και να 
συμπυκνωθεί μία συγκεκριμένη πρωτεΐνη από δείγμα που μπορεί να περιέχει 
χιλιάδες διαφορετικών πρωτεϊνών. Η ανοσοκατακρήμνση προϋποθέτει ότι το 
αντίσωμα θα δεσμευτεί σε σταθερό υπόστρωμα σε κάποιο σημείο της 
διαδικασίας το οποίο αποτελείται από σφαιρίδια αγαρόζης τα οποία φέρουν 
πρωτεΐνες G και έχουν τη δυνατότητα να αλληλεπιδρούν με το Fc τμήμα των 
ανοσοσφαιρινών τάξης G, και να σχηματίζουν σύμπλοκα με τις πρωτεΐνες. Τα 
κύτταρα λύθηκαν σε διάλυμα NP-40 με τη διαδικασία που αναφέρεται 
παραπάνω. Ταυτόχρονα με την προετοιμασία του κυτταρικού εκχυλίσματος, 
σφαιρίδια αγαρόζης-πρωτεΐνης G (UBI) πλύθηκαν με PBS εξισορροπήθηκαν 
σε NP-40 με αναστολείς φωσφατασών και πρωτεασών. Το εκχύλισμα 
επωάστηκε με 20 μl σφαιριδίων αγαρόζης (50%) για 30 min (pre-clearing) και 
ακολούθησε απομάκρυνση των σφαιριδίων με φυγοκέντρηση στις 6000 rpm 
για 1 min. Μετά την απομάκρυνση των σφαιριδίων, προσδιορίστηκε η 
πρωτεϊνική συγκέντρωση και το εκχύλισμα επωάστηκε με 0,2 μg κατάλληλου 
αντισώματος/200 μg ολικής πρωτεΐνης, στους 4°C, για 16 h υπό συνεχή 
ανάδευση. Το σύμπλοκο αντιγόνου-αντισώματος κατακρημνίστηκε με τη 
βοήθεια νέων σφαιριδίων, τα οποία επωάστηκαν με το πρωτεϊνικό εκχύλισμα, 
υπό συνεχή ανάδευση στους 4°C, για 4 h. Το μίγμα φυγοκεντρήθηκε στις 
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6000 rpm για 2 min, απορρίφθηκε το υπερκείμενο και το ίζημα ξεπλύθηκε 
τρεις φορές με διάλυμα NP-40. Προκειμένου να εκλουσθούν οι, δεσμευμένες 
στα σφαιρίδια αγαρόζης, πρωτεΐνες το ίζημα επαναιωρήθηκε σε διάλυμα 2 x 
Laemmli και επωάστηκε στους 95°C για 5 min. Τελικά, φυγοκεντρήθηκε και το 
υπερκείμενο αναλύθηκε σε αποδιατακτική πηκτή πολυακρυλαμίδης (SDS-
PAGE). 
 
2.4.3. Υποκυτταρική κλασμάτωση 
Για την απομόνωση πυρηνικών και κυτταροπλασματικών κλασμάτων, 
τουλάχιστον 107 κύτταρα υποβλήθηκαν στις επιθυμητές συνθήκες, πλύθηκαν 
με παγωμένο PBS και στη συνέχεια συλλέχθηκαν σε PBS με μηχανικό τρόπο 
(scraper). Το εναιώρημα κυττάρων φυγοκεντρήθηκε, στους 4°C και 270 g, για 
5 min και πλύθηκε ακόμα δύο φορές με PBS. Το ίζημα των κυττάρων 
αναδιαλύθηκε σε 3 ml υποτονικό διάλυμα HLB (10 mM Tris pH 7.5, 10 mM 
NaCl, 3 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.1% NP40), που περιείχε αναστολείς 
πρωτεασών και φωσφατασών, και επωάστηκε σε πάγο για 10-20 min, έως 
ότου παρατηρηθεί εξόγκωση των κυττάρων στο μικροσκόπιο λόγω 
ωσμωτικών φαινομένων. Στη συνέχεια, το διάλυμα των κυττάρων 
ομογενοποιήθηκε σε ομογενοποιητή τύπου Dounce (τουλάχιστον 100 
χτυπήματα), φυλάχθηκε μια μικρή ποσότητα (100 μl) ως ολικό κυτταρικό 
εκχύλισμα (total cell lysate) και το υπόλοιπο φυγοκεντρήθηκε, στους 4°C και 
270g, για 5min. Το υπερκείμενο που προκύπτει αποτελεί το 
κυτταροπλασματικό κλάσμα, ενώ το ίζημα το πυρηνικό. Το ίζημα 
αναδιαλύθηκε σε διάλυμα RIPA με αναστολείς φωσφατασών και πρωτεασών. 
Τόσο για το κυτταροπλασματικό όσο και για το πυρηνικό κλάσμα 
ακολουθήθηκε η διαδικασία απομόνωσης πρωτεϊνών όπως έχει περιγραφεί 
με τη διαφορά ότι η ομογενοποίηση έγινε με επαναλαμβανόμενους γύρους 
υπερήχησης (8 x 8 sec). Για τα πειράματα υποπυρηνικής κλασμάτωσης το 
ολικό πυρηνικό κλάσμα κλασματώθηκε περαιτέρω σε Triton X-100-διαλυτό, 
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2.4.4. Προσδιορισμός συγκέντρωσης πρωτεϊνών με τη μέθοδο Lowry 
Η μέθοδος Lowry είναι μια βιοχημική διαδικασία για τον προσδιορισμό 
των συνολικών επιπέδων πρωτεΐνης σε ένα διάλυμα και είναι κατάλληλη για 
πρωτεϊνικές συγκεντρώσεις 0,01-1,0 mg/ml. Πήρε το όνομά της από τον 
βιοχημικό Oliver H. Lowry που ανακάλυψε τη μέθοδο το 1957. Στη μέθοδο 
αυτή, η συγκέντρωση συνολικής πρωτεΐνης αποκαλύπτεται από την αλλαγή 
χρώματος του δείγματος αναλογικά με τη συγκέντρωση πρωτεΐνης σε αυτό, 
όπως μετράται με χρωματομετρικές τεχνικές και υπολογίζεται μετά από 
σύγκριση με γνωστή καμπύλη συγκέντρωσης της αλβουμίνης ορού του 
βοδιού (BSA). Συγκεκριμένα, η μέθοδος συνδυάζει την αντίδραση ιόντων 
χαλκού με τους πεπτιδικούς δεσμούς των πρωτεϊνών σε αλκαλικό περιβάλλον 
(δοκιμασία Biuret) μαζί με οξείδωση των πρωτεϊνικών αρωματικών 
καταλοίπων. Στην αντίδραση προστίθεται φωσφομολυβδαινικό-
φωσφοβολφραμικό αντιδραστήριο (φαινολικό αντιδραστήριο Folin Ciocalteu), 
το οποίο ανάγεται από το σχηματιζόμενο σύμπλοκο χαλκού-πρωτεΐνης προς 
κυανούν του μολυβδαινίου και κυανούν του βολφραμίου, έγχρωμα σύμπλοκα 
που απορροφούν σε συγκεκριμένο μήκος κύματος (595 nm). Στην παρούσα 
εργασία η μέθοδος Lowry πραγματοποιήθηκε με αντιδραστήρια της Bio-Rad 
Laboratories (Dc kit), σύμφωνα με τις οδηγίες του κατασκευαστή. Συνοπτικά, 
σε πλακίδια 96 θέσεων (96-well plate) προστέθηκαν 5 μl δείγματος και 45 μl 
dH2O τα οποία αναμίχθηκαν με διάλυμα θειικού χαλκού (0,5% CuSO4.5Η2Ο 
σε 1% τρυγικό καλιονάτριο) υπό αλκαλικές συνθήκες   (2% ΝαCO3 σε 0,1Μ 
ΝaOH). Στη συνέχεια, προστέθηκε αντιδραστήριο Folin Ciocalteu, τα δείγματα 
αναδεύτηκαν και μετρήθηκε η απορρόφηση των έγχρωμων συμπλόκων σε 
φωτόμετρο Elisa (PR2100 reader). Ταυτόχρονα, κατασκευάστηκε και η 
πρότυπη καμπύλη BSA στην οποία χρησιμοποιήθηκαν γνωστές 
συγκεντρώσεις BSA (0, 5, 10, 20, 25 μg/μl) και 5 μl διαλύματος 
ομογενοποίησης και dH2O έως τελικό όγκο 50 μl. Με δεδομένο τις τιμές 
απορρόφησης των συμπλόκων της γνωστής ποσότητας της πρωτεΐνης BSA 
σχεδιάζεται η πρότυπη καμπύλη, σύμφωνα με την οποία υπολογίζεται η 
συγκέντρωση του άγνωστου δείγματος. 
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2.4.5. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτική πηκτή 
πολυακρυλαμίδης (SDS-PAGE) 
Οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν με κάθετη ηλεκτροφόρηση παρουσία 
θειικού δωδεκυλικού νατρίου (sodium dodecyl sulfate, SDS) ενός ανιοντικού 
παράγοντα που αποδιατάσσει και φορτίζει τις πρωτεΐνες αρνητικά, ώστε, 
παρουσία ηλεκτρικού πεδίου, να διαχωρίζονται με βάση το μοριακό τους 
βάρος. Η πηκτή πολυακρυλαμίδης σχηματίζεται με πολυμερισμό των 
μονομερών ακρυλαμίδης και bis-ακρυλαμίδης, σε θερμοκρασία δωματίου, 
μετά από προσθήκη υπερθειικού αμμωνίου (APS) και TEMED και αποτελείται 
από την πηκτή επιστοίβαξης στην οποία τα δείγματα συμπυκνώνονται ώστε 
να εισέλθουν ταυτόχρονα στην πηκτή διαχωρισμού όπου οι πρωτεΐνες 
διαχωρίζονται. Το μοριακό βάρος της προς εξέταση πρωτεΐνης, καθορίζει την 
τελική συγκέντρωση ακρυλαμίδης/ bis-ακρυλαμίδης μεταβάλλοντας το  
μέγεθος των πόρων της πηκτής διαχωρισμού.  
Αναλυτικά, δύο ειδικά τζάμια καθαρίστηκαν με μεθανόλη και 
τοποθετήθηκαν σε κατάλληλη συσκευή στήριξης (BioRad). Αρχικά 
ετοιμάστηκε το διάλυμα της πηκτής διαχωρισμού με την κατάλληλη 
συγκέντρωση ακρυλαμίδης, σύμφωνα με τον πίνακα που ακολουθεί. Μόλις το 
διάλυμα τοποθετήθηκε ανάμεσα στα τζάμια, επιστοιβάχτηκε ισοβουτανόλη 
ώστε η επιφάνεια της πηκτής να παρουσιάζει ομοιομορφία. Μετά τον 
πολυμερισμό του διαλύματος διαχωρισμού, η ισοβουτανόλη απορρίφθηκε και 
η πηκτή πλύθηκε με dH2O. Στη συνέχεια παρασκευάστηκε η πηκτή 
επιστοίβαξης (σύμφωνα με τον πίνακα), η οποία περιέχει σταθερή 
συγκέντρωση ακρυλαμίδης, και τοποθετήθηκε πάνω από την πηκτή 
διαχωρισμού. Αμέσως μετά, τοποθετήθηκε το ειδικό χτενάκι για το 
σχηματισμό των θέσεων φόρτωσης των δειγμάτων. Μετά τον πολυμερισμό 
της πηκτής, τα τζάμια μεταφέρθηκαν σε συσκευή ηλεκτροφόρησης (BioRad), 
στην οποία προστέθηκε το ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης (PAGE 
buffer: 125 mM Tris, 1 M glycine, 0,5% w/v SDS). Σε 25 mg ολικής πρωτεΐνης, 
των προς ηλεκτροφόρηση δειγμάτων, προστέθηκε διάλυμα Laemmli (Laemmli 
sample buffer: 10% SDS, 50% Glycerol, 1% Bromophenol blue  διαλυμένο σε 
10% EtOH, 1M Tris  pH 6.8) σε τελική συγκέντρωση 1x που περιέχει 5% v/v 
β-μερκαπτοαιθανόλη και ακολούθησε θέρμανση στους 95°C για 5 min για την 
πλήρη αποδιάταξη της πρωτεΐνης. Σε μία από τις διαδρομές φορτώθηκε 
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δείκτης μοριακών βαρών (molecular weight marker). Η ηλεκτροφόρηση 
πραγματοποιήθηκε υπό σταθερή τάση 180 Volts έως ότου η ενδεικτική 
χρωστική μπλε της βρωμοφαινόλης που εμπεριέχεται στο διάλυμα Laemmli 






2.4.6. Ανοσοστύπωση κατά Western (Western blot) 
 
Με την τεχνική αυτή, μπορούν να ανιχνευθούν πολύ μικρές ποσότητες 
μιας πρωτεΐνης σε ένα μίγμα πρωτεϊνών. Μετά το διαχωρισμό των πρωτεϊνών 
στην πηκτή πολυακρυλαμιδίου, οι πρωτεΐνες μεταφέρονται με τη χρήση 
ηλεκτρικού ρεύματος σε νιτροκυτταρίνη, απ’ όπου ανιχνεύονται με την χρήση 
κατάλληλων αντισωμάτων. Το σύμπλοκο αντιγόνου-αντισώματος μπορεί να 
ανιχνευθεί με την προσθήκη ενός δεύτερου αντισώματος, ειδικού για το 
πρώτο. Ένα ένζυμο που βρίσκεται ομοιοπολικά συνδεδεμένο με το δεύτερο 
αντίσωμα δημιουργεί ένα έγχρωμο προϊόν παρουσία του κατάλληλου 
υποστρώματος. 
 
2.4.6.1. Ηλεκτροφορητική μεταφορά πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης 
(Transfer) 
Μόλις οι πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν στην πηκτή πολυακρυλαμίδης, 
ηλεκτρομεταφέρθηκαν, με μη ομοιοπολικούς δεσμούς, σε μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης στην οποία είναι εφικτή η ανίχνευσή τους με τη χρήση ειδικών 
Πηκτή Διαχωρισμού (10 ml) 
 8% 10% 12% 
Η2Ο 4,6 4,0 3,3 
30% acrylamide 
mix 
2,7 3.3 4,0 
1.5 M Tris pH 8.8 2,5 2,5 2,5 
10% SDS 0,1 0,1 0,1 
10% APS 0,1 0,1 0,1 
TEMED 0,006 0,004 0,004 





1M Tris pH 6.8 0,38 
10% SDS 0,03 
10% APS 0,03 
TEMED 0,003 
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αντισωμάτων. Χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος της υγρής (wet) μεταφοράς σε 
ειδική συσκευή. Συγκεκριμένα, μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή 
διαχωρισμού, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης (Whatman, Protran, pore size 0.45 
μm) και 4 φύλλα χαρτιού Whatman 3ΜΜ εξισορροπήθηκαν σε διάλυμα 
μεταφοράς (Transfer Buffer: 50 mM Tris, 380 mM Glycine, 20% Methanol, 
0.4% w/v SDS). Στη συνέχεια, 2 φύλλα Whatman, η μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης, η πηκτή διαχωρισμού και ακόμα 2 φύλλα Whatman 
τοποθετήθηκαν, με αυτή τη σειρά, προς τον θετικό πόλο μέσα στην ειδική 
πλάκα της συσκευής ηλεκτρομεταφοράς. Η ηλεκτρομεταφορά 
πραγματοποιήθηκε σε ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς, στους 4°C με ρεύμα 
σταθερής τάσης 400 mA. Η διάρκειά της προσαρμόστηκε στο μέγεθος των 
προς μελέτη πρωτεϊνών, αφού οι πρωτεΐνες με μοριακό βάρος έως 70 kDa 
ηλεκτρομεταφέρθηκαν για μία και μισή ώρα, οι πρωτεΐνες έως 150 kDa για 2 
ώρες, ενώ, οι πρωτεΐνες με μοριακό βάρος έως 250 kDa για τέσσερις ώρες.  
 
2.4.6.2. Ανοσοεντόπιση πρωτεϊνών  
Μετά την ηλεκτρομεταφορά, η μεμβράνη επωάστηκε με διάλυμα 
κορεσμού 5% BSA (Sigma) ή γάλακτος (στην περίπτωση της PKCε) σε TBST 
(50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0,1% Tween 20), για 1 h σε θερμοκρασία 
δωματίου, ώστε να καλυφθούν οι ελεύθερες θέσεις δέσμευσης της μεμβράνης 
και να αποφευχθεί η μη ειδική δεύσμεση των αντισωμάτων που θα 
χρησιμοποιηθούν (blocking). Έπειτα, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης επωάστηκε 
με διάλυμα κορεσμού που περιείχε συγκεκριμένο πρωτογενές αντίσωμα, το 
οποίο αναγνωρίζει συγκεκριμένο επίτοπο της πρωτεΐνης-στόχου. Η επώαση 
με το πρωτογενές αντίσωμα πραγματοποιήθηκε για 1 h σε θερμοκρασία 
δωματίου ή 16-18 h στους 4°C, υπό συνεχή ανάδευση. Στη συνέχεια, 
πραγματοποιήθηκαν τρεις πλύσεις των 10 min σε διάλυμα TBST για να 
απομακρυνθεί το περιττό αντίσωμα και η μεμβράνη επωάστηκε, για 1 h σε 
θερμοκρασία δωματίου, με διάλυμα TBST που περιείχε το δευτερογενές 
αντίσωμα. Το αντίσωμα, αυτό, αναγνωρίζει κάποια συντηρημένη περιοχή του 
πρωτογενούς αντισώματος και παράλληλα φέρει ένα μόριο ιχνηθέτη 
(υπεροξειδάση του ραπανιού ή αλκαλική φωσφατάση), καθιστώντας δυνατή 
την ανίχνευση της προς μελέτη πρωτεΐνης με τη μέθοδο της ενισχυμένης 
χημειοφωταύγειας (Enhanced Chemiluminescence, ECL) ή με τη μέθοδο της 
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αλκαλικής φωσφατάσης (Alkaline Phosphatase, AP). Ακολούθησαν τρεις 
πλύσεις των 10min με TBST.  
Στην περίπτωση της ενισχυμένης χημειοφωταύγειας, η μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης διαβρέχτηκε με μίγμα αντιδραστηρίων ECL (Santa-Cruz, 
Luminol Reagent) για 1 min και εκτέθηκε σε φωτογραφικό φιλμ (Fuji). Στην 
περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης η μεμβράνη πλύθηκε με ειδικό 
αλκαλικό διάλυμα (130 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH 9.5) για 10 
min και προστέθηκαν κατάλληλα αντιδρώντα της αλκαλικής φωσφατάσης, 
ήτοι 33 μl 0,5% w/v 5-βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλο-φωσφορικό (BCIP) που 
είναι το υπόστρωμα της αλκαλικής φωσφατάσης και 66 μl 0,5% w/v της 
χρωστικής κυανό του νιτροτετραζολίου (NBT). Η αντίδραση επωάστηκε έως 
ότου εμφανιστούν οι πρωτεϊνικές ζώνες και τερματίστηκε με προσθήκη 50 mM 
EDTA.  
Τα πρωτοταγή αντισώματα και οι χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις 
τους ήταν:  
Μονοκλωνικά αντισώματα μυός: PKCε (1:500), c-Raf1 (1:1000), p120GAP 
(1:1000), P-ERK1/2 (1:1000), lamin A/C (1:1000), cyclin B1 (1:1000) από τη 
Santa Cruz, PKCα (1:1000) από την Transduction, α-, β-tubulin (1:2000), 
actin (1:3000) από τη Sigma και γ- tubulin από την Abcam (1:10000). 
Πολυκλωνικά αντισώματα αίγας: P-Ser729 PKCε (1:1000) από τη Santa Cruz  
και κονίκλου: GFP (1:1000), P-MARCKS (1:1000), Neurofibromin sc-67 και 
sc-68 (1:1000), cyclin D1 (1:500), karyopherin β3 (1:1000) από τη Santa Cruz,  
RFP (1:1000) Chromotek και lamin B (Sigma). 
 
Τα δευτεροταγή αντισώματα και οι χρησιμοποιούμενες συγκεντρώσεις 
τους ήταν:  
Συζευγμένα με υπεροξειδάση του ραπανιού (Horseradish Peroxidase, HRP): 
goat anti mouse και goat anti rabbit σε συγκεντρώσεις 1:14000 (Santa Cruz), 
rabbit anti goat σε συγκέντρωση 1:40000 (Sigma). 
Συζευγμένα με αλκαλική φωσφατάση: goat anti mouse και goat anti rabbit σε 
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2.4.7. Δοκιμασία αλκαλικής φωσφατάσης (SAP assay) 
 Η αλκαλική φωσφατάση είναι ένα υδρολυτικό ένζυμο που αφαιρεί 
ομάδες φωσφόρου από πολλούς τύπους μορίων όπως νουκλεοτίδια, 
αλκαλοειδή και πρωτεΐνες με μια διαδικασία γνωστή ως αποφωσφορυλίωση. 
Η διαδικασία πραγματοποιήθηκε όπως έχει προηγουμένως περιγραφεί [84]. 
Εν συντομία, τα δείγματα ηλεκτροφορήθηκαν στην ίδια πηκτή 8% 
ακρυλαμίδης και μεταφέρθηκαν σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης κατά τα 
γνωστά. Στη συνέχεια, η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης πλύθηκε διαδοχικά με: 
διάλυμα TBST για 10 min (δύο φορές), διάλυμα 0.1M Tris pH 8.8, για 10 min, 
διάλυμα 0.1 M Tris pH 8.8, 5 mM MgCl2. Έπειτα, η μεμβράνη επωάστηκε, για 
4 h στους 37 ºC, με διάλυμα 0.1 M Tris pH 8.8, 5 mM MgCl2, το οποίο 
περιείχε ή όχι αλκαλική φωσφατάση γαρίδας (Shrimp Alkaline Phosphatase, 
SAP) σε τελική συγκέντρωση 10 U/ml. Τέλος, μετά την επώαση 
πραγματοποιήθηκαν 2 πλύσεις των 10 min σε TBST και ακολούθησε 
ανοσοστύπωση κατά Western με το neurofibromin sc-67 αντίσωμα, όπως έχει 
περιγραφεί. 
 
2.4.8. Πυκνομετρική και στατιστική ανάλυση 
Τα μεταγραφικά και πρωτεϊνικά επίπεδα κάθε γονιδίου ενδιαφέροντος 
ποσοτικοποιήθηκαν με το πρόγραμμα Image J του NIH το οποίο μετράει τη 
σχετική φωτεινότητα των διαφορετικών ζωνών. Στις μετρήσεις 
συναξιολογήθηκε η επιφάνεια κάθε ζώνης και η φωτεινότητα του υποβάθρου 
(background). Όλες οι μετρήσεις κανονικοποιήθηκαν ως προς τα επίπεδα 
γονιδίων που συντηρούν την κυτταρική λειτουργία (housekeeping genes) 
όπως η ακτίνη, η τουμπουλίνη, και η αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής 
γλυκεραλδεΰδης (GAPDH) ή γονίδια των οποίων τα επίπεδα δεν αλλάζουν με 
τις διάφορες επωάσεις και χειρισμούς, όπως η  p120GAP.  
Όλα τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν 3-8 φορές με παρόμοια 
αποτελέσματα και τα αριθμητικά δεδομένα αναλύθηκαν στατιστικά με τη 
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2.4.9. Ανοσοκυτταροχημεία φθορισμού 
Η τεχνική της ανοσοκυτταροχημείας φθορισμού χρησιμοποιείται για την 
οπτικοποίηση της ύπαρξης και κατανομής μιας πρωτεΐνης μέσα στο κύτταρο 
και εκμεταλλεύεται την ειδικότητα που παρουσιάζουν τα αντισώματα ενάντια 
σε επίτοπους πρωτεϊνών ώστε φθορίζουσες χρωστικές να οδηγηθούν σε 
συγκεκριμένους βιομοριακούς στόχους. Ο ανοσοφθορισμός μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί σε συνδυασμό με άλλες μη-ανοσολογικές μεθόδους χρώσης 
όπως με χρωστικές που βάφουν το DNA (Hoechst ή DAPI) ή φαλλοϊδίνες που 
φέρουν φθορίζοντα ανάλογα και δένονται στην F-ακτίνη. Συγκεκριμένα, 104 
κύτταρα επιστρώνονται σε αποστειρωμένες καλυπτρίδες 18 mm εντός 
τρυβλίου 12 θέσεων και αφήνονται με θρεπτικό μέσο. Την επόμενη μέρα, τα 
κύτταρα υποβάλλονται στις επιθυμητές συνθήκες ή χειρισμούς και υπόκεινται 
σε ανοσοκυτταροχημεία φθορισμού. Στην παρούσα εργασία 
χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικά πρωτόκολλα ανοσοφθορισμού για 
κύτταρα και πυρήνες κυττάρων τα οποία διαφέρουν στη χρήση ή μη ουσίας 
δημιουργίας σταυροειδών δεσμών (crosslinker) και στην ισχυρότητα του 
πρωτοκόλλου διαπερατότητας. 
 
Πρωτόκολλο χωρίς crosslinker 
Για την οπτικοποίηση κυτταροπλασματικών, διαλυτών πρωτεϊνών, τα 
κύτταρα πλύθηκαν με PBS Ca2+/Mg2+ και μονιμοποιήθηκαν με 4% PFA 
(paraformaldehyde, PFA) σε PBS, σε θερμοκρασία δωματίου, για 20 min. 
Έπειτα, οι καλυπτρίδες πλύθηκαν τρεις φορές με PBS για 5 min κάθε φορά 
και ακολούθησε επώαση με διάλυμα 0.1% Triton-X σε PBS για 3 min ώστε η 
μεμβράνη των κυττάρων να γίνει διαπερατή σε αντισώματα. Στη συνέχεια, τα 
κύτταρα επωάστηκαν, αρχικά, με διάλυμα 3% φυσιολογικού ορού αίγας 
(Normal Goat Serum, NGS) σε PBS για 30 min, ώστε να καλυφθούν οι μη 
ειδικές θέσεις πρόσδεσης των πρωτογενών αντισωμάτων (blocking) και 
ακολούθως με τα πρωτογενή αντισώματα διαλυμένα σε διάλυμα blocking, 
στους 4°C, για 16 h. Την επόμενη μέρα έγιναν τρεις πλύσεις των 5 min με 
PBS και οι καλυπτρίδες επωάστηκαν με κατάλληλα δευτερογενή αντισώματα 
που ήταν συνδεδεμένα με ροδαμίνη (Rhodamine, κόκκινο) ή fluorescein 
isothiocyanate (FITC, πράσινο), σε θερμοκρασία δωματίου, για 1 h. Οι 
πυρήνες οπτικοποιήθηκαν με τη χρωστική Hoechst 33258 (Pharmingen, 
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μπλε) και η F-ακτίνη με φαλλοϊδίνη (Alexa Fluor, μωβ). Τέλος, τα κύτταρα 
πλύθηκαν ξανά με PBS και οι καλυπτρίδες τοποθετήθηκαν σε 
αντικειμενοφόρους πλάκες με ειδικό διάλυμα επικόλλησης (mounting media) 
και σφραγίστηκαν με μανό για μακροχρόνια συντήρηση.   
Για ανοσοφθορισμό σε απομονωμένους πυρήνες, 104 κύτταρα 
τοποθετήθηκαν σε 18 mm καλυπτρίδες, επιστρωμένες με L-πολυλυσίνη, για 
16 h και στη συνέχεια υποβλήθηκαν σε διαδοχικά διαλύματα εκχύλισης των 
μεμβρανών, του κυτταροπλάσματος και των κυτταρικών οργανιδίων όπως 
έχει προηγούμενα περιγραφεί [317]. Οι εναπομείναντες πυρήνες 
μονιμοποιήθηκαν και βάφτηκαν όπως αναφέρεται παραπάνω. 
 
Πρωτόκολλο με crosslinker DSP 
Η λειτουργία μιας πρωτεΐνης χαρακτηρίζεται από σημαντικές 
αλληλεπιδράσεις με άλλες πρωτεΐνες, οι οποίες μπορεί να είναι παροδικές και 
ημι-σταθερές. Ο χημικός σχηματισμός σταυροειδών δεσμών, 
χρησιμοποιώντας αντιδραστήρια που έχουν στο μόριο τους ενεργές τελικές 
ομάδες, οι οποίες αντιδρούν με λειτουργικές ομάδες, προσφέρει μια άμεση 
μέθοδο για αναγνώριση παροδικών, ημι-σταθερών και σταθερών 
αντιδράσεων. Στο πρωτόκολλο, αυτό, εκχυλίζεται το μεγαλύτερο μέρος του 
κυτταροπλάσματος, ενώ, παράλληλα χρησιμοποιείται ως crossliker  η ουσία 
disuccinimidyl propionate (DSP, Lomant’s Reagent), γεγονότα που το κάνουν 
το πλέον κατάλληλο για την οπτικοποίηση κυτταροσκελετικών δομών (ακτίνη 
και τουμπουλίνη) αλλά και σχετιζόμενων με αυτές πρωτεϊνών. Αναλυτικά, Τα 
θρεπτικό μέσο των κυττάρων αντικαταστάθηκε με διάλυμα 1 mM DSP (Pierce) 
σε HBSS, σε θερμοκρασία δωματίου, για 10 min ώστε να δημιουργηθούν 
σταυροειδείς δεσμοί μεταξύ πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν. Έπειτα, το 
διάλυμα αντικαταστάθηκε με 1 mM DSP σε TSB (0.5% Triton-X σε SB) και τα 
κύτταρα επωάστηκαν, στους 37°C, για 10 min ώστε να γίνει η εκχύλιση του 
κυτταροπλάσματος. Στη συνέχεια έγιναν δύο πλύσεις με TBS για 1 min η κάθε 
μία και τα κύτταρα μονιμοποιήθηκαν με διάλυμα 4% PFA σε SB (1 mM EGTA, 
4% Polyethylene Glycol 8000, 0.0015% phenol red, 100 mM PIPES, pH 6.9), 
σε θερμοκρασία δωματίου, για 20 min. Ακολούθως, οι καλυπτρίδες 
επωάστηκαν με 3% NGS σε PHEM (60 mM PIPES, 25 mM HEPES, 10 mM 
EGTA, 2mM MgCl2, pH 6.9) για 30 min και στη συνέχεια το διάλυμα blocking 
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αντικαταστάθηκε από τα πρωτογενή αντισώματα, στους 10°C (σε 
χαμηλότερες θερμοκρασίες οι μικροσωληνίσκοι αποπολυμερίζονται), για 16 h. 
Στη συνέχεια, έγιναν τρεις πλύσεις των 5 min με PHEM, ακολούθησε επώαση 
με δευτερογενή αντισώματα, Hoechst και φαλλοϊδίνη, σε θερμοκρασία 
δωματίου, για  1 h και επανάληψη των πλύσεων με PHEM.  
Σε περιπτώσεις διαμόλυνσης με πλασμίδια που φέρουν φθορίζουσα 
πρωτεΐνη (GFP ή RFP) το πρωτόκολλο τροποποιήθηκε ώστε να 
πραγματοποιείται μερική μόνο εκχύλιση κυτταροπλάσματος και οι πρωτεΐνες, 
αυτές, να οπτικοποιούνται επαρκώς. Συγκεκριμένα, η εκχύλιση έγινε με 0,1% 
Triton-X σε SB, σε θερμοκρασία δωματίου, για 3 min. Όλες οι υπόλοιπες 
διαδικασίες πραγματοποιήθηκαν όπως περιγράφονται παραπάνω.  
Ο φθορισμός οπτικοποιήθηκε σε μικροσκόπιο φθορισμού Zeiss 
Axiovert 200M χρησιμοποιώντας αντικειμενικούς φακούς 20x, 40x ή 63x Plan 
Zeis Apochromat NA 1.4 με Orca-ER CCD κάμερα και SlidebookTM 4.0 
λογισμικό (Εργαστήριο Αναπτυξιακής Νευροβιολογίας, ΙΙΒΕΑΑ) ή σε 
ανάστροφο συνεστιακό μικροσκόπιο Leica TCS SP5 με αυτοματοποιημένη 
τράπεζα, AOBS, εξοπλισμένο με 63x HC PL APO CS φακό, Tandem Scanner 
και LAS AF λογισμικό (Μονάδα Βιολογικής Απεικόνισης, ΙΙΒΕΑΑ). Για κάθε 
φθορόχρωμα λήφθηκαν διαδοχικές Ζ-τομές πάχους 0.5 μm οι οποίες 
προβλήθηκαν με τη χρήση του εκάστοτε λογισμικού και εξήχθησαν ως αρχεία 
tiff. 
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3.1. Μελέτη της ενεργοποίησης και των αλληλεπιδράσεων της PKCε στη 
διαφοροποίηση μετασχηματισμένων κυττάρων του ΠΝΣ 
 
Προκειμένου να διαλευκανθεί η συσχέτιση της PKC με την ογκογένεση 
και τη διαφοροποίηση, αλλά και η αλληλεπίδρασή της με τη νευροϊνιδίνη, 
αρχικά εξακριβώθηκε το μεταγραφικό προφίλ όλων των PKC ισομορφών αλλά 
και των GRDI/GRDII και NLS μεταγράφων της νευροϊνιδίνης σε πληθώρα 
καρκινικών κυτταρικών σειρών. Καλλιεργήθηκαν κυτταρικές σειρές 
επιθηλιακής προέλευσης, καρκίνου του μαστού (MCF7) και του προστάτη 
(PC3) (Σχήμα 10), καθώς και νευρικής προέλευσης, γλοιοβλαστώματος 
(SF268), αστροκυττώματος (TM31), φαιοχρωμοκυττώματος (PC12) και 
κακοήθους όγκου των περιφερικών νευρικών ελύτρων (90-8) (Σχήμα 11). Με 
τη μέθοδο της αντίστροφης μεταγραφής και αλυσιδωτής αντίδρασης 
πολυμεράσης (RT-PCR), αποδείξαμε ότι οι επιθηλιακού τύπου κυτταρικές 
σειρές εκφράζουν πληθώρα PKC ισομορφών, με την PKCε να μεταγράφεται 
σε υψηλά επίπεδα (Σχήμα 10 Α), ενώ τα μετάγραφα GRDII/I της νευροϊνιδίνης 




Σχήμα 10. Η PKCε και η νευροϊνιδίνη παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα 
μεταγραφής σε επιθηλιακής προέλευσης καρκινικές κυτταρικές σειρές. 1μg 
ολικού mRNA μεταγράφηκε αντίστροφα και το cDNA που προέκυψε υπεβλήθη σε 
ημιποσοτικό PCR με δημοσιευμένους εκκινητές. Μελετήθηκε το μεταγραφικό προφίλ 
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Α) όλων των PKC ισομορφών και Β) των μεταγράφων GRDI και GRDII της 
νευροϊνιδίνης. Η ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς.   
 
Παρόμοια αποτελέσματα πήραμε και όταν εξετάσαμε το μεταγραφικό 
προφίλ των PKC ισομορφών και των μεταγράφων GRDII/I και NLS σε 
καρκινικές κυτταρικές σειρές νευρικής προέλευσης (Σχήμα 11). Η PKCε 
εξακολουθεί να παράγεται σε υψηλά επίπεδα σε όλες τις υπό μελέτη 
καρκινικές σειρές, ενώ οι περισσότερες άλλες ισομορφές διαφοροποιούνται 
στην ύπαρξη τους ή μη αλλά και στα επίπεδα έκφρασής τους (Σχήμα 11 Α). 
Εξαιτίας της υψηλής συχνότητας των μετα-μεταγραφικών τροποποιήσεων της 
νευροϊνιδίνης (RNA editing) στις νευρικής προέλευσης καρκινικές σειρές 
εξετάστηκε και η 3’ περιοχή της νευροϊνιδίνης που φέρει το NLS (Σχήμα 11Β). 
Τέλος, για τα μετάγραφα της νευροϊνιδίνης ελέγχθηκε και η καρκινική σειρά 
φαιοχρωμοκυττώματος PC12 αλλά και φυσιολογικά ανθρώπινα κύτταρα 
Schwann (Σχήμα 11 Β). Η καρκινική κυτταρική σειρά 90-8 δεν εξετάστηκε ως 
προς τα μεταγραφικά επίπεδα της νευροϊνιδίνης αφού ο συγκεκριμένος όγκος 
προήλθε από απώλεια ετεροζυγωτίας (LOH) στο γονίδιο της νευροϊνιδίνης 
[286, 318] και συνεπώς δεν περιμένουμε ανίχνευση μεταγράφων. 
 
Σχήμα 11. Η PKCε και η νευροϊνιδίνη παρουσιάζουν υψηλά επίπεδα 
μεταγραφής σε νευρικής προέλευσης καρκινικές κυτταρικές σειρές. 1μg ολικού 
mRNA μεταγράφηκε αντίστροφα και το cDNA που προέκυψε υπεβλήθη σε 
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ημιποσοτικό PCR με δημοσιευμένους εκκινητές. Μελετήθηκε το μεταγραφικό προφίλ 
Α. όλων των PKC ισομορφών και Β. των μεταγράφων GRDI και GRDII της 
νευροϊνιδίνης. Η ακτίνη χρησιμοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς. 
 
Όπως αναλύθηκε εκτεταμένα στην εισαγωγή, η PKCε προάγει τη 
διαφοροποίηση σε φυσιολογικά κύτταρα του νευρικού συστήματος. Για να 
διαπιστωθεί ο ρόλος της στη διαδικασία διαφοροποίησης μετασχηματισμένων 
κυττάρων του ΠΝΣ επιλέχθηκαν δύο καρκινικές κυτταρικές σειρές, νευρικής 
προελεύσεως, και μελετήθηκε το αποτέλεσμα της ενεργοποίησης της 
ενδογενούς PKCε. Η μελέτη της λειτουργίας της ενδογενούς PKCε κρίνεται 
εξαιρετικά σημαντική αφού με αυτό τον πειραματικό σχεδιασμό, 
αποσαφηνίζεται ο ρόλος της στη διαφοροποίηση χωρίς να γίνονται μεγάλες 
παρεμβάσεις στα κύτταρα όπως στην περίπτωση της διαμόλυνσης με 
πλασμίδια.  
 
3.1.1. Ο ρόλος της ενεργοποίηση της PKCε στη ρύθμιση της κυτταρικής 
διαφοροποίησης μετασχηματισμένων Schwann κυττάρων 
Τα κύτταρα Schwann αποτελούν την κύρια γλοία του ΠΝΣ. Η ανάπτυξη 
των κυττάρων αυτών είναι μια πολύπλοκη διαδικασία που περιλαμβάνει 
πολλαπλές μεταβατικές φάσεις. Συγκεκριμένα, τα κύτταρα νευρικής 
ακρολοφίας, που έχουν την ικανότητα να μεταναστεύουν, δίνουν τα ειδικά για 
γλοία πρόδρομα κύτταρα και, αυτά με τη σειρά τους, τους ώριμους τύπους  
κυττάρων  Schwann που μπορεί να παράγουν μυελίνη ή όχι. Η συντριπτική 
πλειοψηφία των όγκων που εμφανίζονται στο ανθρώπινο ΠΝΣ προέρχονται 
από τα κύτταρα Schwann ή τα πρόδρομα αυτών. Έχει αποδειχθεί ότι τα 
εξαπλωμένα Schwann κύτταρα, που δεν παράγουν μυελίνη, μπορούν να 
αποτελέσουν αρχικού σταδίου καρκινικά κύτταρα και παρουσιάζουν 
μορφολογία ενδιάμεσα σε πλήρως διαφοροποιημένα κύτταρα Schwann και 
κύτταρα νευροϊνώματος. Τα νεοπλάσματα που δημιουργούνται και συνολικά 
ονομάζονται όγκοι των περιφερικών νευρικών ελύτρων, περιλαμβάνουν τα 
νευροϊνώματα, τα σουανώματα και τους κακοήθεις όγκους των περιφερικών 
νευρικών ελύτρων (MPNSTs). Τα MPNSTs αντιπροσωπεύουν τον πιο ορατό 
κίνδυνο για τους ασθενείς με NF-1 επειδή στην πλειονότητά τους εμφανίζονται 
μετά από κακοήθη εξαλλαγή εν τω βάθει πλεγματοειδών νευροϊνωμάτων, 
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δηλαδή όγκων που αναφύονται από τα νευρικά έλυτρα των περιφερικών 
νεύρων, συνήθως αμέσως μετά την έξοδο τους από την σπονδυλική στήλη. 
Στο γενικό πληθυσμό τα MPNSTs αποτελούν το 10% όλων των σαρκωμάτων 
μαλακών ιστών και η πρόγνωσή τους είναι κακή με το ποσοστό 5ετούς 
επιβίωσης να κυμαίνεται μόνο στο 16-45% [319].  
 Η PKCε αποτελεί κόμβο μεταγραφής γονιδίων και μεταγωγής σήματος, 
ειδικά κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης όπου και παίζει εξαιρετικά σημαντικό 
ρόλο στον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση του ΚΝΣ. Ωστόσο, λίγα 
είναι γνωστά για το ρόλο της ενεργοποίησης της PKCε στο ΠΝΣ. Για να 
διαλευκάνουμε το ρόλο της PKCε στην ανάπτυξη και τη διαφοροποίηση των 
κυττάρων του ΠΝΣ, χρησιμοποιήσαμε την ανθρώπινη κυτταρική σειρά 
MPNST 90-8 που προέρχεται από μετασχηματισμένα κύτταρα Schwann. Η 
συγκεκριμένη κυτταρική σειρά έχει χαρακτηριστικά συνεπή με τα 
χαρακτηριστικά κυττάρων Schwann που έχουν μετασχηματιστεί σε κακοήθεια, 
εξαιτίας της απώλειας της νευροϊνιδίνης, και είναι ένα χρήσιμο εργαλείο για τη 
μελέτη κυτταρικών καλλιεργειών κυττάρων Schwann σε υπόβαθρο MPNST.  
Μελετήσαμε τα μακροπρόθεσμα αποτελέσματα της PKCε στο 
φαινότυπο των MPNST μετά από ενεργοποίηση της συγκεκριμένης 
ισομορφής με το ειδικό για PKCε πεπτίδιο ενεργοποίησης ψεRACK. Το 
πεπτίδιο αυτό είναι συζευγμένο με το πεπτίδιο μεταφοράς Tat, γεγονός που 
επιτρέπει τη ραγδαία και ποσοτική εισαγωγή του πεπτιδίου στα κύτταρα χωρίς 
σημαντικές παρενέργειες. Τα κύτταρα που επωάστηκαν με ψεRACK, αντίθετα 
με αυτά που επωάστηκαν μόνο με το φορέα, εμφάνισαν έντονα μορφολογικά 
χαρακτηριστικά διαφοροποίησης που χαρακτηρίζονται από πολλαπλές 
διακλαδούμενες αποφύσεις (Σχήμα 12 Β, κεφαλές βελών) και ένα 
επιμηκυσμένο κυτταρικό σώμα, σε αντίθεση με το προηγούμενο σφαιρικό 
σώμα και τις περιστασιακές στελεχώδεις αποφύσεις (Σχήμα 12 Α). Μελέτη του 
κυτταροσκελετού ακτίνης με πειράματα ανοσοφθορισμού επιβεβαίωσαν 
περαιτέρω τη διαφοροποίηση αφού τα κύτταρα που επωάστηκαν με ψεRACK 
παρουσίασαν εστιακή προσκόλληση, που αποτελεί ενδεικτικό στοιχείο της 
διαδικασίας της διαφοροποίησης, ενώ τα κύτταρα μάρτυρες, έχοντας 
αυξημένη κινητικότητα, παρουσίασαν  έντονες ίνες στρες (Σχήμα 12 Β, βέλη). 
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 Σχήμα 12. Η ενεργοποίηση της PKCε επάγει την εμφάνιση έντονων 
μορφολογικών χαρακτηριστικών διαφοροποίησης. Αντιπροσωπευτικό δείγμα 
90-8 MPNST κυττάρων που επωάστηκαν με φορέα (control) ή με ψεRACK 
(συζευγμένο με TAT∙ 1 μg/ml) για 72 ώρες. Α. Εικόνες αντίθεσης-φάσης κυττάρων 
90-8 όπως απεικονίζονται σε 40Χ μεγέθυνση. Β. Μικροσκοπία ανοσοφθορισμού με 
αντίσωμα έναντι της β-τουμπουλίνης και ακόλουθη σήμανση με κόκκινο 
φθορόχρωμα (rhodamine) και την ακτίνη-φαλλοϊδίνη (πράσινο).  Οι εικόνες είναι 
προβολές 5 Ζ-τομών πάχους 0,5 μm, οι οποίες αποσυσχετίστηκαν (deconvolution) 
με τον αλγόριθμο του κοντινότερου γείτονα (nearest-neighbour algorithm). Οι 
κεφαλές των βελών δείχνουν διακλαδούμενες αποφύσεις. Τα βέλη, στα κύτταρα 
μάρτυρες, δείχνουν ίνες στρες, ενώ, στα κύτταρα που επωάστηκαν με ψεRACK, το 
σημείο εστιακής προσκόλλησης.   
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Οι παρατηρούμενες μορφολογικές αλλαγές πιθανώς να σχετίζονται 
καταρχήν με τη μοναδική ιδιότητα της PKCε να προσδένει ακτίνη και τη στενή 
σχέση που παρουσιάζει και με τα υπόλοιπα στοιχεία του κυτταροσκελετού, 
αλλά, και με αλλαγή που πιθανώς προκαλεί στο μεταγραφικό προφίλ των 
κυττάρων. Οι αλλαγές στο μεταγραφικό πρόγραμμα, που προβλέφθηκαν από 
τη μορφολογική διαφοροποίηση, επιβεβαιώθηκαν με την ανίχνευση του 
μηνύματος αρκετών ειδικών, για διαφοροποιημένα κύτταρα Schwann, δεικτών 
όπως η πρωτεΐνη S-100b, η βασική πρωτεΐνη της μυελίνης (Myelin Basic 
Protein, MBP), η Myelin Protein Zero (MPZ), η όξινη ινιδιακή πρωτεΐνη της 
γλοίας (Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP) αλλά και του αντιγόνου ki-67 που 
εκφράζεται μόνο σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται (Σχήμα 13). Για θετικό 
μάρτυρα χρησιμοποιήσαμε ανθρώπινα κύτταρα Schwann που 
απομονώθηκαν από διαφοροποιημένο νευροΐνωμα ασθενούς με 
Νευροϊνωμάτωση. Συγκεκριμένα, μετά από επώαση με ψεRACK οι 
πρωτεΐνες-δείκτες της διαφοροποίησης S-100b, MBP και MPZ αυξήθηκαν 
σημαντικά σε σχέση με τους μάρτυρες, πλησιάζοντας μάλιστα τα επίπεδα 
έκφρασης που έχουν στο θετικό μάρτυρα (Schwann) (Σχήμα 13 Β). Αντίθετα, 
οι πρωτεΐνες GFAP και ki-67 δε φαίνεται να μεταβάλλονται σημαντικά. Κατά τη 
διαφοροποίηση θα περιμέναμε την GFAP να αυξάνεται, μιας και η 
συγκεκριμένη πρωτεΐνη αποτελεί ευρέως χρησιμοποιούμενο δείκτη 
διαφοροποίησης κυττάρων γλοίας, και το αντιγόνο ki-67 να μειώνεται αφού 
κατά τη διαδικασία διαφοροποίησης τα κύτταρα παύουν να 
πολλαπλασιάζονται. Πιθανώς, λοιπόν, η αλλαγή σε αυτά τα μόρια να 
συμβαίνει αργότερα κατά τη διαφοροποίηση (Σχήμα 13 Α). 
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Σχήμα 13. Η ενεργοποίηση της PKCε αλλάζει το μεταγραφικό 
πρόγραμμα ειδικών δεικτών διαφοροποίησης στα 90-8 κύτταρα. Α. Τα 90-8 
κύτταρα επωάστηκαν με φορέα (vehicle), ψεRACK ή τίποτα από τα δύο (control). 1 
μg ολικού RNA υπεβλήθη σε ημιποσοτικό RT-PCR για ειδικούς δείκτες 
νευρογλοιακής διαφοροποίησης και τα ενισχυμένα προϊόντα οπτικοποιήθηκαν σε 
πηκτή αγαρόζης 2% μετά από χρώση βρωμιούχου αιθιδίου. Ως θετικός μάρτυρας 
χρησιμοποιήθηκαν κύτταρα Schwann. Τα επίπεδα του GAPDH χρησιμεύουν ως 
μάρτυρας ίσης ποσότητας RNA μεταξύ των συνθηκών. Β. Ποσοτικοποίηση με 
πυκνομετρική ανάλυση της αύξησης των δεικτών διαφοροποίησης εκφραζόμενη ως ο 
λόγος της έκφρασης του κάθε δείκτη προς τα επίπεδα του GAPDH. *P<0,05 και 
**P<0,01. 
Μια άλλη έκφανση της διαφοροποίησης καρκινικών κυττάρων είναι η 
απώλεια της διεισδυτικής και μεταστατικής τους ικανότητας. Προκειμένου να 
εξετάσουμε αν η ενεργοποίηση της PKCε οδηγεί σε ένα λιγότερο μεταστατικό 
φαινότυπο πραγματοποιήσαμε δοκιμές matrigel και αποκαλύψαμε δραστικές 
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αλλαγές στη διεισδυτική ικανότητα των επωασμένων με ψεRACK κυττάρων. 
Στα κύτταρα, λοιπόν, που η PKCε ήταν ενεργοποιημένη παρατηρήθηκε η 
απώλεια δημιουργίας κυτταρικών προεκβολών, άρα και κυτταρικών δικτύων 
(Σχήμα 14) αποτέλεσμα που υποδεικνύει ότι η PKCε θα μπορούσε να 
αποτελέσει μόριο κλειδί στη διαδικασία διαφοροποίησης των καρκινικών 
κυττάρων του ΠΝΣ. 
 
Σχήμα 14. Η ενεργοποίηση της PKCε οδηγεί σε έναν λιγότερο 
διεισδυτικό φαινότυπο των 90-8 καρκινικών κυττάρων. Εικόνες αντίθεσης φάσης 
των 90-8 κυττάρων που επωάστηκαν με φορέα (control) ή ψεRACK για 72 ώρες μετά 
από δοκιμασία matrigel.  
 
3.1.2. Δημιουργία πρότυπων διπλά σταθερά διαμολυσμένων 
κυτταρικών σειρών με επαγόμενη έκφραση της PKCε και της κυρίαρχα 
αρνητικής μορφής της (σύστημα Tet-Off) 
Με σκοπό να μελετήσουμε τη σημασία της PKCε στη διαφοροποίηση 
και την ογκογένεση σε οργανισμικό επίπεδο, δημιουργήσαμε διπλά σταθερά 
διαμολυσμένες κυτταρικές σειρές που εκφράζουν την αγρίου τύπου PKCε ή 
την κυρίαρχα αρνητική μορφή της (DNPKCε) υπό τον έλεγχο δοξυκυκλίνης 
(σύστημα Tet-Off). Οι κυτταρικές, αυτές, σειρές δημιουργήθηκαν προκειμένου 
να ενεθούν σε γυμνά ποντίκια ώστε να δημιουργηθούν ξενομοσχεύματα και 
στη συνέχεια να μελετηθεί η επίδραση της PKCε και της DNPKCε στην εξέλιξη 
της ογκογένεσης in vivo. Η δημιουργία διπλά διαμολυσμένων κυτταρικών 
σειρών με τη χρήση του Tet-Off συστήματος είναι μια πολύπλοκη και 
εξαιρετικά χρονοβόρα διαδικασία (όπως αναλύεται στο τμήμα «Υλικά και 
Μέθοδοι»). Συνοπτικά, επιλέχθηκαν δύο κυτταρικές σειρές επιθηλιακής 
(MCF7 και PC3) και δύο νευρικής προέλευσης (90-8 και PC12) ώστε να 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:54:58 EET - 137.108.70.7
 112 
διαπιστωθεί αν η επίδραση της PKCε εξαρτάται από την ιστική προέλευση του 
όγκου. Τα PC12 κύτταρα φαιοχρωμοκυττώματος αποκτήθηκαν από την 
Clontech όντας ήδη διαμολυσμένα με το πρώτο πλασμίδιο (Tet-Off). Στις 
υπόλοιπες καρκινικές κυτταρικές σειρές ήτοι στον καρκίνο του μαστού (MCF7) 
του προστάτη (PC3) και το MPNST (90-8), μετά τη σταθερή διαμόλυνση με το 
Tet-Off πλασμίδιο επιλέχθηκαν οι κλώνοι οι οποίοι βρίσκονται υπό τον 
ειδικότερο έλεγχο δοξυκυκλίνης μετά από παροδική διαμόλυνση με το 
πλασμίδιο pBI-EGFP (Σχήμα 15). Συγκεκριμένα, οι σταθερά διαμολυσμένοι 
κλώνοι των κυτταρικών σειρών MCF7-TetOff, PC3-TetOff και 90-8-TetOff 
διαμολύνθηκαν παροδικά με το πλασμίδιο pBI-EGFP το οποίο εκφράζει την 
πράσινη πρωτεΐνη φθορισμού υπό τον έλεγχο δοξυκυκλίνης και στη συνέχεια 
επωάστηκαν με διαφορετικές συγκεντρώσεις δοξυκυκλίνης (από 0-2 μg/μl).  
 
Σχήμα 15. Επιλογή κλώνων καρκινικών κυτταρικών σειρών που 
υπερεκφράζουν σταθερά το πλασμίδιο Tet-Off και υπόκεινται σε ρύθμιση από 
δοξυκυκλίνη. Οι καρκινικές κυτταρικές σειρές MCF7, PC3, και 90-8 διαμολύνθηκαν 
σταθερά με το πλασμίδιο pTet-Off και στη συνέχεια οι ληφθέντες κλώνοι 
υποβλήθηκαν σε παροδική διαμόλυνση με το πλασμίδιο pBI-EGFP και επώαση με 
διάφορες συγκεντρώσεις δοξυκυκλίνης. Α. Ανοσοστύπωση κατά Western με 
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αντίσωμα ενάντια σε GFP στις καρκινικές κυτταρικές σειρές επιθηλιακή προέλευσης 
MCF7 και PC3 (άνω πάνελ). Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε η ακτίνη (κάτω πάνελ). 
Β. Ανοσοστύπωση κατά Western σε διαφορετικούς κλώνους της 90-8-TetOff 
κυτταρικής σειράς μετά από 48 h επώαση με 1 μg/μl δοξυκυκλίνη (άνω πάνελ) και 
ανάλυση ανοσοφθορισμού μετά από υποβολή του επιλεχθέντος κλώνου σε διάφορες 
συγκεντρώσεις δοξυκυκλίνης (κάτω πάνελ).  
 
Αρχικά, επιλέχθηκαν οι κλώνοι στους οποίους η επώαση με 1 μg/μl για 
48 h είναι αρκετή ώστε να παρεμποδίσει πλήρως την έκφραση του GFP για τα 
MCF7, PC3 (δεν δείχνονται αποτελέσματα) και 90-8 (Σχήμα 15 Β, άνω 
πάνελ). Στη συνέχεια, οι επιλεχθέντες κλώνοι ελέγχθηκαν για την ορθή 
απόκρισή τους στις διάφορες συγκεντρώσεις δοξυκυκλίνης με ανοσοστύπωση 
κατά Western (Σχήμα 15 Α) και ανοσοκυτταροχημεία (Σχήμα 15 Β). Είναι 
φανερό ότι οι τελικοί κλώνοι αποκρίνονται στις διάφορες συγκεντρώσεις 




Σχήμα 16. Επιλογή κλώνων καρκινικών κυτταρικών σειρών που 
υπερεκφράζουν σταθερά της PKCε και DNPKCε και υπόκεινται σε ρύθμιση από 
το σύστημα Tet-Off. Οι καρκινικές κυτταρικές σειρές MCF7-TetOff, PC12-TetOff, και 
90-8-TetOff διαμολύνθηκαν σταθερά με τα πλασμίδια pTREtight-PKCε και pTREtight-
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DNPKCε και στη συνέχεια οι ληφθέντες κλώνοι υποβλήθηκαν σε ανοσοστύπωση 
κατά Western με αντίσωμα ενάντια στην PKCε παρουσία ή απουσία 1 μg/ml 
δοξυκυκλίνης. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε η ακτίνη.  
 
Αφού επιλέχθηκαν οι αρτιότεροι, σταθερά διαμολυσμένοι, Tet-Off 
κλώνοι πραγματοποιήθηκαν νέες σταθερές διαμολύνσεις με τα πλασμίδια 
pTREtight-PKCε και pTREtight-DNPKCε. Συνεπώς, από κάθε Tet-Off 
κυτταρική σειρά προέκυψαν δύο διπλά σταθερά διαμολυσμένες κυτταρικές 
σειρές στις οποίες οι PKCε και DNPKCε βρίσκονταν υπό τον ειδικό έλεγχο 
δοξυκυκλίνης. Τελικά, οι κλώνοι που επιλέχθηκαν εκφράζουν σε αυξημένα 
επίπεδα τις PKCε και DNPKCε απουσία δοξυκυκλίνης, ενώ παρουσία 
δοξυκυκλίνης ανιχνεύεται μόνο η ενδογενής PKCε (Σχήμα 16). 
 
Πριν, όμως, προχωρήσουμε στη μελέτη του ρόλου της PKCε στη 
διαφοροποίηση και την ογκογένεση σε οργανισμικό επίπεδο, θεωρήσαμε 
σημαντικό να διαλευκάνουμε το μηχανισμό δράσης και τις αλληλεπιδράσεις 
της σε μοριακό και κυτταρικό επίπεδο. Για το σκοπό, αυτό, επιλέξαμε ένα 
καλά μελετημένο μοντέλο διαφοροποίησης, αυτό των SHSY-5Y κυττάρων 
νευροβλαστώματος. 
 
3.1.3. Αλληλεπίδραση PKCε, νευροϊνιδίνης και Ras/MAPK μονοπατιού 
κατά τη διαφοροποίηση κυττάρων νευροβλαστώματος 
Ένας μεγάλος αριθμός μελετών έχει ασχοληθεί με το ρόλο της PKCε σε 
γεγονότα προ-διαφοροποίησης με τη χρήση διαφόρων κυτταρικών σειρών 
νευροβλαστώματος. Προκειμένου να διαλευκάνουμε το μηχανισμό που 
εμπλέκεται η PKCε στη διαφοροποίηση των καρκινικών κυττάρων του ΠΝΣ 
επιλέξαμε τα κύτταρα νευροβλαστώματος SH-SY5Y που είναι ένα εξαιρετικά 
χρήσιμο μοντέλο μελέτης γιατί, εκτός του ότι είναι καλά χαρακτηρισμένα 
κύτταρα, έχει αποδειχθεί ότι διαφοροποιούνται εμφανώς μετά από επώαση με 
ρετινοϊκό οξύ (RA) ή TPA, το φορβικό εστέρα που ενεργοποιεί τις PKC. 
Υπάρχει αφθονία στοιχείων στη βιβλιογραφία σχετικά με την απαίτηση για 
PKC κατά τη διαφοροποίηση νευροβλαστωμάτων. Επιπλέον, η 
δραστηριότητα των PKC εμπλέκεται σε μηχανισμούς διαφοροποίησης 
νευροβλαστώματος που τίθενται σε κίνηση από αυξητικούς παράγοντες, 
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νευροτροφικούς παράγοντες και αγωνιστές GPCR [320-323]. Σε κάποιες 
περιπτώσεις, μάλιστα, η PKCε έχει αναγνωριστεί ως η κρίσιμη ισομορφή [320, 
321]. Η ανάγκη για αναγνώριση προγνωστικών δεικτών και θεραπευτικών 
στόχων μας οδήγησε να μελετήσουμε τους μηχανισμούς μεταγωγής σήματος 
που ρυθμίζουν την RA- και ΤΡΑ-εξαρτώμενη διαφοροποίηση των κυττάρων 
νευροβλαστώματος. 
Στοιχεία από έρευνες δείχνουν ότι μόρια όπως το Ras και το  Raf αλλά 
και η παρατεταμένη ενεργοποίηση της ERK έχουν θετικό ρόλο στη 
διαφοροποίηση των PC12 κυττάρων φαιοχρωμοκυττώματος, όμως η 
κατάσταση περιπλέκεται στην περίπτωση RA-εξαρτώμενης διαφοροποίησης 
των κυττάρων νευροβλαστώματος. Είναι γνωστό ότι το RA ενεργοποιεί την 
ERK βραχυπρόθεσμα [324] ή μακροπρόθεσμα [325, 326], εν τούτοις 
αναστολή της MEK, κινάση που ενεργοποιεί την ERK, είχε αντιφατικά 
αποτελέσματα για το αν η RA-εξαρτώμενη ενεργοποίηση της ERK είναι 
αναγκαία για τη νευριτική ανάπτυξη σε SH-SY5Y και SK-N-BE(2)C κύτταρα 
[325, 326]. Πειραματικά στοιχεία μετά από βιοχημική αναστολή ή 
υπερέκφραση κυρίαρχα αρνητικών μορφών έχουν υποδείξει την εμπλοκή 
αρκετών PKC ισομορφών, κυρίως νεοφανών, στην RA-εξαρτώμενη 
διαφοροποίηση. Συγκεκριμένα, χρήση αναστολέων c/nPKC μείωσε σημαντικά 
τη RA-εξαρτώμενη ενεργοποίηση της ERK, την κυτταρική επιβίωση και τη 
νευριτική ανάπτυξη σε SH-SY5Y κύτταρα [326]. Επιπλέον, πεπτίδιο της 
PKCε, που απομονώθηκε από τη θέση πρόσδεσης ακτίνης, έχει αποδειχθεί 
ότι μετριάζει την RA-εξαρτώμενη νευριτική ανάπτυξη στα SK-N-BE κύτταρα, 
ενώ επώαση με RA είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση των μορίων PKCε που 
συνδέονται με τον κυτταροσκελετό [156].  
Από την άλλη, ο φορβικός εστέρας TPA, δρώντας ως ανάλογο DAG, 
δένεται και ενεργοποιεί απευθείας τις c/nPKCs, που αποτελούν τους βασικούς 
μορφοτροπείς του TPA-εξαρτώμενου σήματος διαφοροποίησης. Ο εξέχων 
ρόλος των PKCs στη TPA-εξαρτώμενη διαφοροποίηση των SH-SY5Y 
κυττάρων έχει εδραιωθεί σε πολλές μελέτες [99, 327] όπου υπογραμμίζεται 
ότι η PKCε είναι η πρωτίστως σημαντική ισομορφή για τη διαφοροποίηση και 
ειδικά για την επαγωγή της νευριτικής ανάπτυξης.  
Παράλληλα, η νευροϊνιδίνη υποδεικνύεται ως μια σημαντική πρωτεΐνη 
μεταγωγής σήματος, τοποθετημένη στη διασταύρωση των μονοπατιών 
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διαφοροποίησης, αφού α) δρα ως ρεοστάτης στην ενεργοποίηση του 
Ras/ERK μονοπατιού [83, 315, 328], β) είναι μια ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη 
νευροβλαστώματος με ποσοστό μόνο 50% των κυτταρικών σειρών 
νευροβλαστώματος να έχουν 2 φυσιολογικά αλλήλια και 6% να φέρουν 
γενωμικές παρεκτροπές στο NF1 [329], γ) αποτελεί εξαιρετικό υπόστρωμα 
φωσφορυλίωσης από την PKC [83] αφού φωσφορυλιώνεται διαρκώς και 
εντόνως στην ειδική για PKC θέση που βρίσκεται στο C-τελικό κατάλοιπο 
Ser2808, όταν τα SH-SY5Y κύτταρα διαφοροποιούνται από TPA [84], δ) 
παρέχει ανταπόκριση σε RA [329].  Ωστόσο, η επίδραση των διαφόρων 
παραγόντων διαφοροποίησης στην αφθονία, τη φωσφορυλίωση από PKC και 
την ενεργότητα RasGAP, όλες κρίσιμες πτυχές της λειτουργίας της ως 
διαμορφωτής του Ras/ERK μονοπατιού, δεν έχουν μελετηθεί διεξοδικά.  
Μακροχρόνια επώαση (8 ημέρες) των SH-SY5Y κυττάρων 
νευροβλαστώματος με TPA ή RA έχει ως αποτέλεσμα την έντονη 
μορφολογική διαφοροποίηση. Τα κύτταρα μοιάζουν με νευρώνες με μακριές 
προεκβολές, βαριά διακοσμημένες με β-τουμπουλίνη (Σχήμα 17 Α, βέλη) και 
F-ακτίνη στα αναπτυσσόμενα νευριτικά άκρα (Σχήμα 17 Α, κεφαλές βελών), 
τα οποία με τη σειρά τους σχεδόν μοιάζουν με οργανωμένους αυξητικούς 
κώνους αξόνων. Τα χαρακτηριστικά αυτά απουσιάζουν από τα κύτταρα 
μάρτυρες (Σχήμα 17 Α, άνω πάνελ). Πιο σημαντικά, η φωσφορυλίωση της 
PKCε στη Ser729, το κατάλοιπο στο υδροφοβικό μοτίβο που αποτελεί 
σημαντικό έναυσμα για την καταλυτική ικανότητά της, αυξάνεται σημαντικά 
στα TPA- και RA-διαφοροποιημένα κύτταρα (Σχήμα 17 Β, άνω πάνελ). 
Επιπλέον, η φωσφορυλίωση της MARCKS, η οποία μπορεί αξιόπιστα να 
χρησιμεύσει ως δείκτης της συνολικής ενεργότητας των PKC, επίσης 
αυξάνεται σε TPA- και RA-διαφοροποιούμενα κύτταρα (Σχήμα 17 Β μεσαίο 
πάνελ). Αυξήσεις σημειώνονται και στη φωσφορυλιωμένη ERK1/2 (Σχήμα 17 
Β κάτω πάνελ) γεγονός που υποδηλώνει ότι το MAPK μονοπάτι μεταγωγής 
σήματος, υπό τον έλεγχο της PKCε, ενεργοποιείται και πιθανώς ρυθμίζει τη 
διαφοροποίηση των κυττάρων νευροβλαστώματος. 
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Σχήμα 17. Η διαφοροποίηση κυττάρων νευροβλαστώματος συσχετίζεται 
με την ενεργοποίηση της PKCε. Α. Τα κύτταρα επωάστηκαν με καλλιεργητικό 
μέσω απουσία (control, άνω πάνελ) ή παρουσία 10 μM RA (μεσαίο πάνελ), ή 20 nM 
TPA (κάτω πάνελ) για 8 μέρες.  Η μονιμοποίηση και η χρώση έγιναν όπως 
περιγράφεται στα «Υλικά και Μέθοδοι». Οι εικόνες είναι προβολές 5 Ζ-τομών πάχους 
0,5 μm, οι οποίες αποσυσχετίστηκαν (deconvolution) με τον αλγόριθμο του 
κοντινότερου γείτονα (nearest-neighbour algorithm). Β.  Η αφθονία και η 
φωσφορυλίωση των αναγραφόμενων πρωτεϊνών αναλύθηκαν με ανοσοστύπωση 
κατά Western σε 25 μg ολικών κυτταρικών εκχυλισμάτων που επωάστηκαν με 
μάρτυρα (con), TPA ή RA σε χρόνους και συγκεντρώσεις που έχουν ήδη αναφερθεί. 
Αντισώματα ενάντια στις πρωτεΐνες p-Ser729 PKCε, p-MARCKS και p-ERK1/2 
χρησιμοποιήθηκαν όπως έχει αναφερθεί. 
 
Είναι γνωστό, πως διέγερση με EGF ή TPA έχει ως αποτέλεσμα την 
οξεία ενεργοποίηση της κλασσικής PKCα και της νεοφανούς PKCε σε νευρικά 
κύτταρα [305]. Με σκοπό να επιβεβαιώσουμε την εμπλοκή της PKCε και να 
εξετάσουμε την πιθανή εμπλοκή της PKCα μελετήσαμε τα μεταγραφικά και 
πρωτεϊνικά επίπεδα των δύο κινασών και βρήκαμε ότι σε μακροπρόθεσμη 
επώαση, τα επίπεδα mRNA της PKCα αυξάνονται ελαφρά σε TPA- και RA-
διαφοροποιημένα κύτταρα (2-3 φορές πάνω από το μάρτυρα), ταυτόχρονα με 
την εκτεταμένη αύξηση των επιπέδων mRNA της PKCε (>10 φορές πάνω 
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από το μάρτυρα) (Σχήμα 18 Α, άνω πάνελ). Σε πρωτεϊνικό επίπεδο, όμως, η 
διαφοροποίηση συνοδεύεται από αμοιβαίες αλλαγές στην αφθονία και τη 
λειτουργία των PKCα και PKCε: τα επίπεδα έκφρασης της PKCα μειώνονται 
ουσιαστικά, ενώ της PKCε αυξάνονται σημαντικά, τουλάχιστον στα RA-




Σχήμα 18. Τα TPA και RA-διαφοροποιημένα SH-SY5Y κύτταρα 
παρουσιάζουν παρόμοια μοτίβα φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης και 
έκφρασης και ενεργοποίησης των PKCα/PKCε. Α. Τα μεταγραφικά επίπεδα των 
PKCα, PKCε, και GAPDH μετρήθηκαν όπως έχει περιγραφεί. Η αφθονία των PKCα 
και p120GAP αναλύθηκαν με ανοσοστύπωση κατά Western σε ολικά κυτταρικά 
εκχυλίσματα. Η PKCε ανοσοκατακρημνίστηκε (IP) από ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα 
κυττάρων που επωάστηκαν με μάρτυρα (con), TPA ή RA σε χρόνους και 
συγκεντρώσεις που έχουν ήδη αναφερθεί. Ο αστερίσκος υποδεικνύει μια πρωτεΐνη 
διασταυρούμενης αντίδρασης της ανοσοκατακρήμνισης. Β. Η φωσφορυλίωση του 
καταλοίπου Ser2808 της νευροϊνιδίνης μελετήθηκε με τη χρήση του φωσφο-
ευαίσθητου sc-67 αντισώματος σε δοκιμές φωσφατάσης, ανοσοστύπωσης κατά 
Western. Είναι φανερό πως σημειώνονται σημαντικά κέρδη σε ανοσοδραστικότητα 
του sc-67 αντισώματος στα δείγματα που αρχικά επωάστηκαν με TPA και RA και στη 
συνέχεια υποβλήθηκαν σε δοκιμασία φωσφατάσης (δεξί πάνελ). Τα κέρδη σε 
ανοσοδραστικότητα του sc-67 αντισώματος προσδιορίζουν τα επίπεδα 
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φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης στο κατάλοιπο Ser2808. Η ποσοτικοποίηση με 
πυκνομετρική ανάλυση των αποτελεσμάτων τριών διαφορετικών πειραμάτων δείχνει 
ότι η φωσφορυλίωση στη σερίνη 2808 της νευροϊνιδίνης από PKC αυξάνεται 2-3 
φορές στα διαφοροποιημένα κύτταρα σε σχέση με το μάρτυρα (κάτω πάνελ).    
 
Η επίδραση της ενεργοποίησης της PKC στον κυτταροσκελετό και τη 
νευριτική ανάπτυξη κατά τη διαφοροποίηση νευροβλαστώματος σε όλα τα 
κυτταροσκελετικά συστήματα, ήτοι μικροσωληνίσκοι, F-ακτίνη, και ενδιάμεσα 
ινίδια, είναι πια εδραιωμένη. Ο κυτταροσκελετός F-ακτίνης φλοιού μπορεί να 
θεωρηθεί, ως ένας άμεσος στόχος της διαδικασίας της διαφοροποίησης [121]. 
Η νευροϊνιδίνη είναι ένα από τα υποστρώματα της PKC που μπορεί να 
σχετίζεται με τον κυτταροσκελετό ακτίνης σε νευρώνες και κύτταρα 
γλοιοβλαστώματος [83, 224]. Εντύπωση προκαλεί το γεγονός ότι η 
νευροϊνιδίνη φωσφορυλιώνεται σημαντικά (2-3 φορές πάνω από το μάρτυρα) 
στην ειδική για PKC θέση Ser2808 και παραμένει φωσφορυλιωμένη ακόμα και 
μετά από 8 μέρες διαφοροποίησης με TPA ή RA (Σχήμα 18 Β). Έτσι, επίμονη 
PKC-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης φαίνεται να είναι κοινό 
χαρακτηριστικό της TPA- και RA-εξαρτώμενης διαφοροποίησης των SH-SY5Y 
κυττάρων. 
Αποδείξαμε, λοιπόν, ότι η διαφοροποίηση των SH-SY5Y κυττάρων 
χαρακτηρίζεται από έντονη PKCε-εξαρτώμενη μεταγωγή σήματος που 
επηρεάζει άμεσα τη φωσφορυλίωση κάτωθεν στόχων όπως της 
ογκοκατασταλτικής νευροϊνιδίνης (Σχήμα 18 Α) και της ERK (Σχήμα 18 C). 
Συνολικά, λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω πειραματικά στοιχεία, 
προτείνουμε ότι η ενεργοποίηση της PKCε, η φωσφορυλίωση της 
νευροϊνιδίνης στο PKC κατάλοιπο Ser2808, και τελικά η ενεργοποίηση της 
ERK είναι όλα μακροπρόθεσμα αποτελέσματα, σαφώς σχετιζόμενα με τη 
διαφοροποίηση καρκινικών κυττάρων νευροβλαστώματος. Έτσι, μεταξύ όλων 
αυτών των γεγονότων μεταγωγής σήματος, μεταγραφής και μετάφρασης, η 
ρύθμιση της PKCε φαίνεται ως κομβικό και θεμελιώδες χαρακτηριστικό της 
διαδικασίας της διαφοροποίησης σε καρκινικά κύτταρα του ΠΝΣ. Γίνεται 
σαφές ότι τα αποτελέσματά μας, για την ενεργοποίηση και τις 
αλληλεπιδράσεις της PKCε κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης, μπορούν 
να αποτελέσουν έναυσμα για την ανάπτυξη φαρμακολογικών στόχων, έτσι 
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ώστε οι όγκοι του ΠΝΣ να διαφοροποιούνται και να γίνονται λιγότερο 
επιθετικοί και διεισδυτικοί και κατά συνέπεια να υπάρξει επιτέλους 
αντιμετώπιση για τους καρκίνους του ΠΝΣ.  
 
 
3.2. Ρύθμιση της αφθονίας και της πυρηνο-κυτταροπλασματικής 
διακίνησης της νευροϊνιδίνης σε πρωτογενείς καλλιέργειες μετα-
μιτωτικών νευρώνων, μέσω φωσφορυλίωσης από την PKCε 
 
 Τα πειράματα που πραγματοποιήσαμε στα κύτταρα του ΠΝΣ 
επιβεβαίωσαν την αρχική υπόθεσή μας ότι, δηλαδή, η PKCε και η 
νευροϊνιδίνη είναι δύο κρίσιμα μόρια στη διαδικασία της διαφοροποίησης. 
Μάλιστα, αλληλεπιδρούν ώστε να προάγουν τη διαφοροποίηση καρκινικών 
κυττάρων στο ΠΝΣ. Στη συνέχεια, θέλοντας να μελετήσουμε το ρόλο και την 
αλληλεπίδραση των μορίων, αυτών, αλλά και τη σημασία της PKCε-
εξαρτώμενης φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης στους καρκίνους του ΚΝΣ, 
αποφασίσαμε αρχικά να μελετήσουμε ένα φυσιολογικό (μη καρκινικό) 
αναπτυξιακό μοντέλο, αυτό των εμβρυϊκών νευρώνων φλοιού όρνιθας. 
Εξάλλου, η νευροϊνιδίνη παρουσιάζει υψηλά επίπεδα έκφρασης τόσο στο 
Περιφερικό όσο και στο Κεντρικό Νευρικό Σύστημα και ενώ είναι μια bona fide 
ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη γλοιοβλαστώματος, ο ρόλος της σε μετα-μιτωτικά 
κύτταρα, όπως οι νευρώνες, παραμένει αδιευκρίνιστος. Είναι, όμως, γνωστό 
ότι, μέσω της ρύθμισης του Ras, η νευροϊνιδίνη ελέγχει σημαντικά μονοπάτια 
νευρωνικής διαφοροποίησης και επιβίωσης. Μελέτες από την ομάδα μας και 
άλλους, έχουν αποδείξει ότι και άλλες περιοχές της νευροϊνιδίνης έχουν 
σημαντικούς ρόλους στη RasGAP ενεργότητά της αλλά και σε φαινομενικά 
ανεξάρτητες από το Ras λειτουργίες [83]. Συγκεκριμένα, έχουμε δείξει ότι: α) η 
νευροϊνιδίνη εντοπίζεται σε διαφορετικά ενδοκυττάρια διαμερίσματα 
συμπεριλαμβανομένης της πλασματικής μεμβράνης, του κυτταροσκελετού, 
του κυτταροπλάσματος και του πυρήνα και β) ότι η φωσφορυλίωση από PKC 
αποτελεί εξαιρετικά σημαντική μετα-μεταφραστική τροποποίηση της 
νευροϊνιδίνης που μεταβάλλει τη RasGAP ενεργότητά της και τον 
υποκυτταρικό εντοπισμό της. Άλλωστε, τα τελευταία χρόνια, η πυρηνο-
κυτταροπλασματική διακίνηση αποδεικνύεται ότι είναι θεμελιώδης μηχανισμός 
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για τη λειτουργία των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών και στις περισσότερες 
περιπτώσεις ρυθμίζεται μέσω φωσφορυλίωσης. Χαρακτηριστικό παράδειγμα 
αποτελούν το p53 και η κυτταροπλασματική φωσφατάση PTEN που πρέπει 
να είναι παρόντα στον πυρήνα για να πραγματοποιήσουν λειτουργίες 
αστυνόμευσης. Εξάλλου, οι ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες μπορεί να 
πραγματοποιούν διακριτές και μη σχετιζόμενες λειτουργίες στο 
κυτταρόπλασμα και τον πυρήνα. 
Συνοψίζοντας, η νευροϊνιδίνη είναι μια μετα-μεταφραστικά 
τροποποιημένη, αναπτυξιακά ρυθμιζόμενη, κινητή πρωτεΐνη, η οποία -υπό 
τον έλεγχο της PKC- συμμετέχει σε σηματοδοτικά μονοπάτια, ελέγχοντας 
τόσο τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό όσο και τη διαφοροποίηση του ΠΝΣ και 
ΚΝΣ. 
Για να μελετήσουμε τον τρόπο με τον οποίο η PKCε-εξαρτώμενη 
φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης ρυθμίζει τη λειτουργία της και τη μετακίνησή 
της μέσα στο κύτταρο, διαλέξαμε το μοντέλο εμβρυϊκών νευρώνων φλοιού 
όρνιθας. Το μοντέλο, αυτό, είναι εξαιρετικά χρήσιμο αφού έχει αποδειχθεί ότι 
η νευροϊνιδίνη είναι αναπτυξιακά ρυθμιζόμενη πρωτεΐνη και η κορύφωση της 
έκφρασής της συσχετίζεται καλά με την έναρξη της νευρωνικής 
διαφοροποίησης και ότι, σε ανώριμους νευρώνες, συνεντοπίζεται με την F-
ακτίνη στις νευρικές αποφύσεις και τους αυξητικούς κώνους του μεμβρανικού 
κυτταροσκελετού [224], η οποία σχηματίζει δίκτυα που είναι σημαντικά για τη 
νευριτική επιμήκυνση, τη νευρωνική μετακίνηση και τη ρυθμιζόμενη έκκριση 
[304]. Η PKCε, από την άλλη, θεωρείται ως η κύρια ισομορφή που εμπλέκεται 
στη διαφοροποίηση των νευρώνων [96, 99, 121, 151, 153].  
 
3.2.1. Η PKCε-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης ως 
μηχανισμός ελέγχου της πυρηνο-κυτταροπλασματικής διακίνησής της  
Για να μελετήσουμε τη σημαντικότητα της φωσφορυλίωσης της 
νευροϊνιδίνης, πραγματοποιήσαμε πειράματα με ένα ειδικό αναστολέα 
φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης, την καλικουλίνη Α (calyculin A) σε 
πρωτογενείς καλλιέργειες τελεγκεφαλικών νευρώνων που απομονώθηκαν 
από τα εγκεφαλικά ημισφαίρια εμβρύου όρνιθας 8 ημερών. Είναι σαφές ότι 
απενεργοποίηση των φωσφατασών, και συνεπώς υπερενεργοποίηση των 
κινασών, έχει ως αποτέλεσμα τη μαζική φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης 
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από πληθώρα κινασών σερίνης/θρεονίνης (όπως η PKC). Μετά από μαζική 
φωσφορυλίωση, λοιπόν, τα πρωτεϊνικά επίπεδα της νευροϊνιδίνης αυξάνονται 
σημαντικά (Σχήμα 19 Α) σε όλα τα υποκυτταρικά κλάσματα (αριστερό και 
μεσαίο πάνελ) αλλά και σε ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (δεξί πάνελ). Εκτός, 
όμως, από την αύξηση των επιπέδων της, η φωσφορυλίωση προκαλεί και την 
εισροή της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα (Σχήμα 19 Β). Συνεπώς, 
επιβεβαιώνεται ακόμα μια φορά η σημαντικότητα  της φωσφορυλίωσης ως 
μετα-μεταφραστική τροποποίηση στο μόριο της νευροϊνιδίνης, ως τρόπος 
ρύθμισης του υποκυτταρικού εντοπισμού αλλά και των πρωτεϊνικών 
επιπέδων της.  
 
Σχήμα 19. Η φωσφορυλιωμένη νευροϊνιδίνη συσσωρεύεται στον 
πυρήνα. Α. Πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων επωάστηκαν με φορέα ή 1 nΜ 
calyculin A για 20 λεπτά. Η αφθονία της νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκε στον πυρήνα και 
το κυτταρόπλασμα με ανοστύπωση κατά Western χρησιμοποιώντας το μη φωσφο -
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ευαίσθητο sc-68 αντίσωμα (άνω πάνελ). Τα επίπεδα της καρυοφερίνης β3 και της 
p120GAP χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ίσης ποσότητας πρωτεΐνης (κάτω πάνελ). 
Το διάγραμμα απεικονίζει την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική 
ανάλυση, εκφρασμένη ως το λόγο της πυκνότητας της νευροϊνιδίνης προς την 
καρυοφερίνη β3 (πυρηνικό κλάσμα) ή προς την  p120GAP (κυτταροπλασματικό 
κλάσμα και ολικό κυτταρικό εκχύλισμα). Β. Το διάγραμμα απεικονίζει την 
ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το 
λόγο της πυκνότητας της πυρηνικής προς την κυτταροπλασματική νευροϊνιδίνη. 
 
Δεδομένης της αλληλεπίδρασης της νευροϊνιδίνης με τις PKC και των 
ενδείξεων που είχαμε ότι αυτή ρυθμίζει την πυρηνοκυτταροπλασματική 
διακίνηση της πρωτεΐνης [84], υποθέσαμε ότι η φωσφορυλίωση της 
νευροϊνιδίνης πραγματοποιείται από μέλη της οικογένειας των PKC. 
Προκειμένου να διερευνήσουμε την υπόθεση μας αλλά και να αναγνωρίσουμε 
τη συγκεκριμένη PKC ισομορφή που εμπλέκεται στη ρύθμιση, 
πραγματοποιήσαμε επωάσεις με TPA, παρουσία ή απουσία ειδικών για PKC 
αναστολέων. Το TPA, είναι ένας φορβικός εστέρας που ενεργοποιεί 
κλασσικές και νεοφανείς PKC. Η ιδιότητα της οικογένειας των PKC να 
ενεργοποιείται από προαγωγούς όγκων, όπως οι φορβικοί εστέρες, είναι 
ιδιαίτερα πολύτιμη για την ταυτοποίηση και το χαρακτηρισμό τους. Η PKC 
προσδένεται στο ΤΡΑ με υψηλή συγγένεια και ενεργοποιείται. Η εξειδικευμένη 
ενεργοποίηση της πρωτεϊνικής κινάσης C από φορβολεστέρες είναι σημαντικό 
εργαλείο για την απόδειξη της εμπλοκής τους στα μονοπάτια μεταγωγής 
σήματος. Με εξωτερική προσθήκη ΤΡΑ, είναι πιθανό να χρησιμοποιήσουμε 
συστήματα κυτταρικών μοντέλων για να εξετάσουμε ποιες βιολογικές 
αποκρίσεις ενός μονοπατιού μεταγωγής σήματος περιλαμβάνονται και 
ελέγχονται από την πρωτεϊνική κινάση C. Πριν την έναρξη και κατά τη 
διάρκεια της επώασης με ΤΡΑ, χρησιμοποιήσαμε τον ειδικό φαρμακολογικό 
αναστολέα, των κλασσικών PKC, Gӧ6976 και το ειδικό για PKCε πεπτίδιο 
αναστολής εV1-2, (αμινοξέα 14-21 της PKCε του αρουραίου) (Σχήμα 20). 
Ήταν σαφές ότι πρόκειται για ισομορφή των κλασσικών ή νεοφανών PKC, 
μιας που μόνο αυτές οι υποομάδες έχει δειχθεί ότι φωσφορυλιώνουν τη 
νευροϊνιδίνη in vivo [83, 84]. Ο λόγος που εξετάσαμε μόνο την εμπλοκή της 
PKCε ισομορφής, από όλες τις νεοφανείς PKC, είναι ότι η PKCε αποτελεί την 
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κυρίαρχη ισομορφή στους νευρώνες φλοιού όρνιθας και ότι φωσφορυλιώνει 
τη νευροϊνιδίνη in vitro και in vivo [83]. Επώαση μόνο με ΤΡΑ είχε σαν 
αποτέλεσμα, όπως αναμέναμε, την αύξηση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης 
στο πυρηνικό και κυτταροπλασματικό κλάσμα (αριστερό και μεσαίο πάνελ) 
αλλά και στο ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (δεξί πάνελ). Ταυτόχρονη επώαση με 
Gӧ6976 και ΤΡΑ δε μετέβαλε σημαντικά την αφθονία της νευροϊνιδίνης στα 
διάφορα κλάσματα, υποδεικνύοντας ότι οι κλασσικές PKC ισομορφές δεν 
εμπλέκονται στην PKC-εξαρτώμενη αύξηση των πρωτεϊνικών επιπέδων της 
νευροϊνιδίνης. Όμως, επώαση με το ειδικό για την PKCε πεπτίδιο αναστολής 
εV1-2, είχε σαν αποτέλεσμα τη δραματική μείωση των επιπέδων της 
νευροϊνιδίνης, όλων των κυτταρικών κλασμάτων, σε βασικά επίπεδα. 
Επομένως, το εV1-2 είναι ο αναστολέας που ανέκοψε το αποτέλεσμα του 
ΤΡΑ, αποδεικνύοντας ότι η PKCε είναι η ισομορφή που αυξάνει τα πρωτεϊνικά 




Σχήμα 20. Η φωσφορυλίωση από PKCε αυξάνει τα επίπεδα της 
νευροϊνιδίνης στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα.  Οι νευρώνες επωάστηκαν 
με φορέα (λωρίδα 1) και TPA, 100 nM για 2 h (λωρίδες 2, 3, 4) παρουσία ή απουσία 
του αναστολέα των κλασσικών PKC Go6976, 1μM ή του ειδικού για την PKCε 
πεπτιδικού αναστολέα eV1-2. Οι αναστολείς προστέθηκαν 30 λεπτά πριν τη διέγερση 
με TPA. Τα επίπεδα της ολικής νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκαν στον πυρήνα και το 
κυτταρόπλασμα (άνω πάνελ), ενώ η καρυοφερίνη β3 και η p120GAP 
χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ίσης ποσότητας πρωτεΐνης (κάτω πάνελ). Τα 
διαγράμματα απεικονίζουν την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με 
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πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το λόγο της πυκνότητας της νευροϊνιδίνης 
προς την καρυοφερίνη β3 (πυρηνικό κλάσμα) ή προς την  p120GAP 
(κυτταροπλασματικό κλάσμα και ολικό κυτταρικό εκχύλισμα). ** P<0.01 
σημαντικότητα προς την επώαση με TPA. 
 
Για να μελετήσουμε την εμπλοκή της PKCε στην 
πυρηνοκυτταροπλασματική διακίνηση της νευροϊνιδίνης, πραγματοποιήσαμε 
επώαση με τον ειδικό για PKCε πεπτιδικό ενεργοποιητή ψεRACK (αμινοξέα 
85-92 της PKCε του αρουραίου) και υποκυτταρική κλασμάτωση σε 
πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων. Αποδείξαμε ότι η φωσφορυλίωση της 
νευροϊνιδίνης από PKCε  προκαλεί την πυρηνική συσσώρευση της 
νευροϊνιδίνης (Σχήμα 21).  
 
Σχήμα 21. Η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης από την PKCε είναι 
υπεύθυνη για την πυρηνική συσσώρευση της. Το διάγραμμα απεικονίζει την 
ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το 
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3.2.2. Διερεύνηση των μονοπατιών της πυρηνο-κυτταροπλασματικής 
διακίνησης της νευροϊνιδίνης 
Αποδείξαμε, λοιπόν ότι ο πυρηνικός εντοπισμός της νευροϊνιδίνης 
ρυθμίζεται μέσω φωσφορυλίωσης από την PKCε. Το επόμενο λογικό 
ερώτημα που προέκυψε ήταν ποιος είναι ο μηχανισμός της πυρηνο-
κυτταροπλασματικής διακίνησης της ενδογενούς νευροϊνιδίνης. Η ενεργή 
μεταφορά στον πυρήνα, σε πρωτεΐνες άνω των 40 kDa, συνήθως 
διαμεσολαβείται από το NLS που φέρουν στην αλληλουχία τους. Πρόσφατα, 
πειράματα από το εργαστήριό μας απέδειξαν ότι η αλληλουχία NLS είναι 
αναγκαία και επαρκής για να οδηγήσει τη νευροϊνιδίνη στον πυρήνα 
(Kalpachidou and Leondaritis, μη δημοσιευμένα αποτελέσματα). Για το σκοπό 
αυτό, κατασκευάστηκε ένα πλασμίδιο της C-τελικής περιοχής  (C-Terminal 
Domain, CTD) της νευροϊνιδίνης που περιέχει την αλληλουχία NLS. Όταν 
αυτό το, συζευγμένο με GFP, πλασμίδιο υπερεκφράζεται σε SF268 κύτταρα ή 
άλλες κυτταρικές σειρές, εντοπίζεται σχεδόν αποκλειστικά μέσα στον πυρήνα 
(Σχήμα 22 C, άνω πάνελ). Η πυρηνική μεταφορά των περισσότερων μεσαίου 
και μεγάλου μοριακού βάρους πρωτεϊνών, που περιέχουν NLS, απαιτεί την 
ενεργοποίηση της Ran, μιας μικρής GTPάσης και των ρυθμιστών της. Για να 
εξετάσουμε αν η νευροϊνιδίνη χρησιμοποιεί αυτό τον ενεργειο-εξαρτώμενο 
μηχανισμό για να εισέλθει στον πυρήνα χρησιμοποιήσαμε μεταλλαγμένα 
πλασμίδια της Ran που έχουν ανεπαρκή ενεργότητα GTPάσης. Συγκεκριμένα, 
το πλασμίδιο RFP-RanT24N που έχει μεταλλαγή από θρεονίνη σε 
ασπαραγίνη στο αμινοξικό κατάλοιπο 24 και εμποδίζει την πυρηνική έξοδο και 
το πλασμίδιο RFP-RanQ69L που έχει μεταλλαγή από γλουταμίνη σε λυσίνη 
στο αμινοξικό κατάλοιπο 69 και εμποδίζει την πυρηνική είσοδο. Σε 
καλλιεργούμενα κύτταρα η νευροϊνιδίνη εντοπίζεται στον πυρήνα και το 
κυτταρόπλασμα και συνδέεται με οργανίδια όπως το ενδοπλασματικό δίκτυο.  
Αρχικά, υπερεκφράσαμε τα μεταλλαγμένα Ran πλασμίδια σε SF268 
κύτταρα και μελετήσαμε την κατανομή της ενδογενούς νευροϊνιδίνης στο 
κύτταρο. Παρατηρήσαμε ότι μετά από υπερέκφραση του RanT24N 
πλασμιδίου, η ενδογενής νευροϊνιδίνη συσσωρεύεται στον πυρήνα (Σχήμα 22 
Β, άνω πάνελ). Αναλόγως, μετά από υπερέκφραση του RanQ69L, η 
νευροϊνιδίνη τείνει να συσσωρεύεται γύρω και έξω από τον πυρήνα, σε 
σύγκριση με τα κύτταρα που δεν έχουν διαμολυνθεί με το πλασμίδιο του Ran 
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(Σχήμα 22 Β, κάτω πάνελ). Επιπλέον, ταυτόχρονη υπερέκφραση των 
πλασμιδίων CTD και RanQ69L είχε ως αποτέλεσμα τον αποκλεισμό της 
πυρηνικής εισόδου του CTD (Σχήμα 22 C, κάτω πάνελ). Παρατηρούμε, 
λοιπόν, ότι το πλασμίδιο RanQ69L, ενώ, εξαιρεί εντελώς από τον πυρήνα το 
πλασμίδιο CTD, παρεμποδίζει μερικώς, μόνο, την είσοδο της ενδογενούς 
νευροϊνιδίνης σε αυτόν. Το «παράδοξο» αυτό, αντανακλά το γεγονός ότι η 
πλήρους μήκους πρωτεΐνη είναι δεσμευμένη σε συμπλέγματα μεταγωγής 
σήματος και άλλες πρωτεΐνες, ενώ ένα μόνο μέρος της (εδώ η C-τελική 
περιοχή της) κινείται πιο ελεύθερα μέσα στο κύτταρο. Προκειμένου να 
επιβεβαιώσουμε τα παραπάνω αποτελέσματα, σε κύτταρα SF268 που 
υπερεκφράζουν παροδικά την αγρίου τύπου Ran (Ranwt GTPase), το 
RanQ69L (GTP-bound Ran), και το RanT24N (GDP-bound Ran), 
πραγματοποιήσαμε ανοσοκαθίζηση της ενδογενούς νευροϊνιδίνης και 
εξετάσαμε την έκφραση της κόκκινης φθορίζουσας πρωτεΐνης (Red 
Fluorescent Protein, RFP). Χρησιμοποιήσαμε αντίσωμα ενάντια σε RFP αφού 
όλα τα Ran πλασμίδια είναι συζευγμένα με αυτό. Βρήκαμε ότι η νευροϊνιδίνη 
συν-ανοσοκαθίζει με το GTP- αλλά και το GDP-δεσμευμένο πλασμίδιο καθώς 
και με την αγρίου τύπου μορφή του Ran (Σχήμα 22 Α), αποδεικνύοντας ότι η 
νευροϊνιδίνη εισέρχεται στον πυρήνα υπό τη ρύθμιση του ενεργειο-
εξαρτώμενου μονοπατιού του Ran.  
Μετά την αναγνώριση της ενεργής πυρηνικής εισόδου της 
νευροϊνιδίνης και την εξακρίβωση του μονοπατιού που αυτή χρησιμοποιεί, 
θελήσαμε να διαπιστώσουμε αν η νευροϊνιδίνη μεταφέρεται ενεργά από τον 
πυρήνα στο κυτταρόπλασμα. Για το σκοπό, αυτό, χρησιμοποιήσαμε τη 
λεπτομυκίνη Β (LMB), έναν ισχυρό και ειδικό αναστολέα της πυρηνικής 
εξαγωγής, ο οποίος αλκυλιώνει και αναστέλλει την, κύρια πρωτεΐνη εξαγωγής, 
εξπορτίνη CRM1 [31], οπότε πρωτεΐνες που περιέχουν σήμα εξαγωγής από 
τον πυρήνα (NES) θα συσσωρευτούν μέσα σε αυτόν. 
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Σχήμα 22. Η νευροϊνιδίνη χρησιμοποιεί το εξαρτώμενο από Ran 
μονοπάτι πυρηνικής εισόδου. Α. Η νευροϊνιδίνη συν-ανοσοκατακρημνίζεται με τη 
Ran. Τα SF268 κύτταρα διαμολύνθηκαν παροδικά με τα πλασμίδια Ran αγρίου 
τύπου (Ranwt), Ran-Q69L, ή Ran-T24N και ακολούθησε ανοσοκατακρήμνιση της 
ενδογενούς νευροϊνιδίνης. Για να οπτικοποιηθεί η αλληλεπίδραση, τα 
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ανοσοσύμπλοκα (λωρίδες 1-4) ή το ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (λωρίδα 5) 
ανοσοστυπώθηκαν με ειδικό αντίσωμα ενάντια στην κόκκινη φθορίζουσα πρωτεΐνη 
(Red Fluorescent Protein, RFP) (κάτω πάνελ), ενώ, ειδικό αντίσωμα ενάντια στην 
νευροϊνιδίνη χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας ίσων επιπέδων ανοσοκατακρήμνισης 
(άνω πάνελ). Β. Τα SF268 κύτταρα διαμολύνθηκαν με τα πλασμίδια Ran-T24N ή 
Ran-Q69L, που είναι μεταλλαγμένες μορφές της Ran, και μελετήθηκε ο 
υποκυτταρικός εντοπισμός της νευροϊνιδίνης με ανοσοκυτταροχημεία. Οι εικόνες 
δείχνουν με κόκκινο: τα μεταλλαγμένα Ran πλασμίδια, Ran-T24N (άνω πάνελ) και 
RanQ69L (κάτω πάνελ), με πράσινο: την ενδογενή νευροϊνιδίνη, με μπλε: πυρηνική 
χρώση με Hoechst 33258. C. Τα SF268 κύτταρα διαμολύνθηκαν με CTD μόνο (άνω 
πάνελ) ή με συνδυασμό CTD και Ran-Q69L (κάτω πάνελ). Οι εικόνες δείχνουν με 
πράσινο: το CTD πλασμίδιο, με κόκκινο: το Ran-Q69L πλασμίδιο, με μπλε: πυρηνική 
χρώση με Hoechst 33258. Τα βέλη σημειώνουν ενδεικτικούς πυρήνες κυττάρων. 
Όλες οι εικόνες είναι προβολές 5 Ζ-τομών πάχους 0,5 μm, οι οποίες 
αποσυσχετίστηκαν (deconvoluted) με τον αλγόριθμο του κοντινότερου γείτονα 
(nearest-neighbour algorithm).  
 
In silico μελέτη της αλληλουχίας της νευροϊνιδίνης προβλέπει την 
ύπαρξη δύο υποθετικών αλληλουχιών NES στο τέλος της PH και στην αρχή 
της C-τελικής περιοχής της. Προκειμένου να εξεταστεί αν οι αλληλουχίες NES 
της νευροϊνιδίνης είναι λειτουργικές, καλλιεργήθηκαν τελεγκεφαλικοί νευρώνες 
που απομονώθηκαν από τα εγκεφαλικά ημισφαίρια εμβρύου όρνιθας 8 
ημερών και επωάστηκαν με φορέα ή LMB για 16 ώρες. Ακολούθησε 
υποκυτταρική κλασμάτωση και ανιχνεύθηκε η ποσότητα της νευροϊνιδίνης 
στον πυρήνα, το κυτταρόπλασμα και το ολικό κυτταρικό κλάσμα με 
ανοσοστύπωση κατά Western και ειδικό αντίσωμα έναντι της νευροϊνιδίνης 
(Σχήμα 23). Εξετάζοντας κάθε υποκυτταρικό κλάσμα ξεχωριστά βλέπουμε ότι: 
α) τα επίπεδα της νευροϊνιδίνης μειώνονται στο κυτταρόπλασμα, γεγονός 
συμβατό με την πυρηνική συσσώρευση της νευροϊνιδίνης, υποδεικνύοντας ότι 
η νευροϊνιδίνη χρησιμοποιεί το CRM1-εξαρτώμενο τρόπο πυρηνικής εξόδου, 
αλλά β) τα επίπεδά της επίσης μειώνονται στο πυρηνικό κλάσμα, αποτέλεσμα 
αντίθετο από την αναμενόμενη αύξηση που θα προϋπόθετε η επώαση με 
LMB, αλλά συμβατό με την γ) μείωση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης στο 
ολικό κυτταρικό κλάσμα, υποδεικνύοντας πυρηνική αποικοδόμηση της 
πρωτεΐνης. Η πυκνομετρική ανάλυση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης 
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αποκαλύπτει ότι η μείωση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης είναι σημαντική σε 
όλα τα υποκυτταρικά κλάσματα (Σχήμα 23, διάγραμμα). 
 
Σχήμα 23. Η νευροϊνιδίνη χρησιμοποιεί το CRM1-εξαρτώμενο μονοπάτι 
πυρηνικής εξόδου αλλά επώαση με LMB έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση των 
επιπέδων της. Πρωτογενείς νευρώνες 8ης εμβρυϊκής ημέρας (E8) επωάστηκαν ή όχι 
με 20 ng/ml λεπτομυκίνη B (LMB). Τα κύτταρα κλασματώθηκαν και η αφθονία της 
νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκε σε όλα τα υποκυτταρικά κλάσματα με ανοσοστύπωση 
κατά Western και χρήση του φωσφο-ευαίσθητου αντισώματος sc-67 (άνω πάνελ). Η 
p120GAP, μια κυτταροπλασματική RasGAP, χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας ίσων 
πρωτεϊνικών επιπέδων στο κυτταροπλασματικό και το ολικό κυτταρικό κλάσμα 
(μεσαίο πάνελ). Η καρυοφερίνη β3, μια ιμπορτίνη, χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας 
ίσων πρωτεϊνικών επιπέδων στο πυρηνικό κλάσμα. Η p120GAP αποτελεί, επίσης, 
δείκτη ορθής υποκυτταρικής κλασμάτωσης.  
 
Πειράματα στο εργαστήριο μας αποκάλυψαν ότι επίδραση με TPA, στα 
κύτταρα SH-SY5Y προκαλεί μεταβολή, και συγκεκριμένα μείωση, των 
επιπέδων της νευροϊνιδίνης, όταν αυτά ανιχνεύονται σε ανοσοστύπωση κατά 
Western με το αντίσωμα sc-67. Περαιτέρω ανάλυση, έδειξε ότι το sc-67 
αντίσωμα είναι φωσφο-ευαίσθητο, δηλαδή δεν αναγνωρίζει με την ίδια 
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ειδικότητα τη φωσφορυλιωμένη και τη μη φωσφορυλιωμένη νευροϊνιδίνη, 
λόγω φαινομένου συγκάλυψης της αντιγονικής θέσης δέσμευσης (epitope 
masking). Συγκεκριμένα, η φωσφορυλίωση αφορά το κατάλοιπο Ser2808 το 
οποίο είναι εξαιρετική θέση φωσφορυλίωσης από PKC [84]. Για να 
αποδείξουμε ότι η μείωση, που παρατηρήσαμε στα υποκυτταρικά κλάσματα 
με το αντίσωμα sc-67, δεν είναι αποτέλεσμα φαινομένου αντιγονικής 
συγκάλυψης, πραγματοποιήσαμε δοκιμασία SAP, κατά την οποία η μεμβράνη 
νιτροκυτταρίνης επωάζεται με αλκαλική φωσφατάση και έτσι οι ομάδες 
φώσφορου απομακρύνονται και το αντίσωμα αποκτά κανονική αντιγονική 
δέσμευση στην πρωτεΐνη. 
 
Σχήμα 24. Η μείωση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης δεν οφείλεται σε 
φαινόμενα αντιγονικής συγκάλυψης. Πρωτογενείς νευρώνες 8ης εμβρυϊκής ημέρας 
E8 επωάστηκαν ή όχι με 20 ng/ml λεπτομυκίνη B (LMB). Τα κύτταρα 
κλασματώθηκαν σε κυτταροπλασματικό, πυρηνικό και ολικό κυτταρικό κλάσμα και οι 
πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν σε πηκτή αποδιατακτικής πολύ-ακρυλαμίδης. Στη συνέχεια 
οι πρωτεΐνες μεταφέρθηκαν σε μεμβράνες νιτροκυτταρίνης και υπέστησαν δοκιμασία 
SAP. Η αφθονία της νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκε σε όλα τα υποκυτταρικά κλάσματα με 
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ανοσοστύπωση κατά Western και χρήση του φωσφο-ευαίσθητου αντισώματος sc-67 
(άνω πάνελ). Η p120GAP χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας ίσων πρωτεϊνικών 
επιπέδων στο κυτταροπλασματικό και το ολικό κυτταρικό κλάσμα (μεσαίο πάνελ). Η 
pMARCKs, το φωσφορυλιωμένο υπόστρωμα των PKC,  χρησιμοποιήθηκε ως 
δείκτης επιτυχούς δοκιμασίας SAP και συσσώρευσης στον πυρήνα εξαιτίας της 
επώασης με LMB. 
 
Όπως φαίνεται στο Σχήμα 24, η σημαντική μείωση των επιπέδων της 
νευροϊνιδίνης εντοπίζεται τόσο στη μεμβράνη που έχει επωαστεί με 
φωσφατάση (δεξί πάνελ) όσο και στη μεμβράνη μάρτυρα (αριστερό πάνελ), 
γεγονός που αποδεικνύει ότι η μείωση είναι πραγματική και δεν οφείλεται σε 
αντιγονική συγκάλυψη λόγω φωσφορυλίωσης. Η πρωτεΐνη pMARCKS είναι το 
φωσφορυλιωμένο υπόστρωμα των PKC και  χρησιμοποιήθηκε ως δείκτης 
επιτυχούς δοκιμασίας SAP. Είναι φανερό ότι στη μεμβράνη που επωάστηκε 
με φωσφατάση η pMARCKS δεν αναγνωρίζεται από το ειδικό, για αυτήν, 
αντίσωμα (δεξί κάτω πάνελ) μιας και όλες οι ομάδες φωσφόρου έχουν 
αφαιρεθεί. Η ίδια πρωτεΐνη χρησιμεύει και ως δείκτης επιτυχούς επώασης με 
LMB αφού μόνο μετά από επώαση με LMB, η κυτταροπλασματική 
pMARCKS, ανιχνεύεται και στον πυρήνα (αριστερό κάτω πάνελ). 
 
3.2.3. Αποικοδόμηση της νευροϊνιδίνης από το πρωτεάσωμα του 
πυρήνα και ρύθμιση από PKCε-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση  
Εδραιώσαμε έως τώρα ότι η μείωση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης 
είναι πραγματική και σημαντική. Υποθέσαμε, λοιπόν, ότι η νευροϊνιδίνη 
συσσωρεύεται στον πυρήνα όπου και αποικοδομείται. Για να ελέγξουμε τον 
τρόπο με τον οποίο γίνεται αυτή η αποικοδόμηση και αν σχετίζεται με την 
κατάσταση φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης από PKC πραγματοποιήσαμε 
επωάσεις με, τον ειδικό αναστολέα πρωτεασώματος, MG132 ή το φορβικό 
εστέρα TPA, παρουσία ή απουσία LMB (Σχήμα 25). Ο MG132 είναι ένας 
ειδικός, ισχυρός, αναστρέψιμος και κυτταρο-διαπερατός αναστολέας του 
πρωτεασώματος και δρα μειώνοντας την αποικοδόμηση των συζευγμένων με 
ουμπικουιτίνη πρωτεϊνών.  
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Έτσι, λοιπόν, η αφθονία της νευροϊνιδίνης αυξάνεται σημαντικά, μετά 
από επώαση με MG132, στον πυρήνα (αριστερό πάνελ) αλλά όχι στο 
κυτταρόπλασμα (δεξί πάνελ) γεγονός που αποδεικνύει ότι  η νευροϊνιδίνη 
αποικοδομείται μέσω του πυρηνικού πρωτεασώματος. Τα πρωτεϊνικά 
επίπεδα της νευροϊνιδίνης αυξάνονται σημαντικά και μετά από επώαση με 
TPA. Η αύξηση αυτή συμβαίνει στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα 
υποδεικνύοντας ότι η φωσφορυλίωση από PKC προσφέρει κάποιου είδους 
σταθερότητα στη νευροϊνιδίνη. Η σταθερότητα, αυτή, αφορά τη νευροϊνιδίνη 
σε πρωτεϊνικό επίπεδο και δε σχετίζεται με αυξημένη σύνθεση, αφού μελέτες 
από το εργαστήριό μας, με χρήση S35-μεθειονίνης, έδειξαν ότι ακόμα και 
μακροχρόνια επώαση με TPA δε μεταβάλει τα επίπεδα σύνθεσης της 
πρωτεΐνης [84]. Όταν οι νευρώνες επωάστηκαν ταυτόχρονα με LMB και 
MG132 τα πυρηνικά επίπεδα της νευροϊνιδίνης αυξήθηκαν σημαντικά 
(αριστερό πάνελ), ενώ τα κυτταροπλασματικά επίπεδά της μειώθηκαν 
σημαντικά (δεξί πάνελ) σε σύγκριση με τα επίπεδα έκφρασης της πρωτεΐνης 
μετά από επώαση μόνο με MG132. Το ίδιο παρατηρήθηκε και μετά από 
ταυτόχρονη επώαση με TPA και LMB γεγονός που επιβεβαιώνει περαιτέρω 
ότι η πυρηνική έξοδος της νευροϊνιδίνης εξαρτάται από το CRM1 μονοπάτι. 
Τα παραπάνω αποτελέσματα λήφθηκαν με τη χρήση τόσο του φωσφο-
ευαίσθητου sc-67 (μεσαίο πάνελ), όσο και του μη φωσφο-ευαίσθητου sc-68 
(άνω πάνελ) αντισωμάτων ενάντια της νευροϊνιδίνης. Μάλιστα, τα κέρδη σε 
ανοσοδραστικότητα του sc-68 αντισώματος μετά από επώαση με TPA 
αντικατοπτρίζουν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης από PKC 
στο κατάλοιπο Ser2808. Μελέτη με το sc-68 αντίσωμα έδειξε ότι τα μόρια της 
νευροϊνιδίνης που δεν είναι φωσφορυλιωμένα, τουλάχιστον στη Ser2808, 
αποικοδομούνται στον πυρήνα, αφού επώαση με πρωτεασωμικό αναστολέα 
αυξάνει πολύ σημαντικά τα επίπεδά τους (Σχήμα 25). 
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Σχήμα 25. Η αποικοδόμηση της νευροϊνιδίνης εξαρτάται από το 
πυρηνικό πρωτεάσωμα και από PKC-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση. Οι 
νευρώνες επωάστηκαν με φορέα (λωρίδες 1, 2) ή 1 μM MG132 για 16 h (λωρίδες 3, 
4) ή 100 nM TPA για 2 h (λωρίδες 5, 6) παρουσία ή απουσία 20 ng/ml LMB. Τα 
επίπεδα της νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκαν στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα με 
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ανοσοστύπωση κατά Western με ειδικό φωσφο-ευαίσθητο αντίσωμα (μεσαίο πάνελ) 
και μη φωσφο-ευαίσθητο αντίσωμα (άνω πάνελ). Η καρυοφερίνη β3 και η p120GAP 
χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ίσης ποσότητας πρωτεΐνης (κάτω πάνελ), στο 
πυρηνικό και το κυτταροπλασματικό κλάσμα αντίστοιχα, αλλά και ως δείκτες 
επιτυχούς υποκυτταρικής κλασμάτωσης. Τα διαγράμματα απεικονίζουν την 
ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το 
λόγο της πυκνότητας της νευροϊνιδίνης προς την καρυοφερίνη β3 (πυρηνικό κλάσμα) 
ή προς την  p120GAP (κυτταροπλασματικό κλάσμα). Τα αποτελέσματα είναι μέσοι 
όροι ±s.e. 3-5 δειγμάτων από 3-7 διαφορετικά πειράματα: * P<0.05 και ** P<0.01 
σημαντικότητα προς μάρτυρα, † P<0.05 προς MG132, και ‡ P<0.05 προς TPA. 
 
Στη συνέχεια για να επιβεβαιώσουμε περαιτέρω την εμπλοκή της PKCε 
στη σταθεροποίηση της νευροϊνιδίνης αλλά και για να διαπιστώσουμε την 
συμμετοχή της στη διαδικασία της πρωτεασωμικής αποικοδόμησης, 
πραγματοποιήσαμε επωάσεις με τον ειδικό για PKCε πεπτιδικό ενεργοποιητή 
ψεRACK (αμινοξέα 85-92 της PKCε του αρουραίου) (Σχήμα 26). Τα επίπεδα 
της p-Ser729 PKCε, στο ολικό κυτταρικό εκχύλισμα, αυξάνονται ανάλογα με 
το χρόνο επώασης με ψεRACK και επιβεβαιώνουν ότι η επώαση αυτή 
ενεργοποίησε την PKCε στο χρόνο και ήταν επιτυχής (Σχήμα 26 Α). 
Ακολούθως, ανιχνεύσαμε τα επίπεδα της νευροϊνιδίνης με το φωσφο-
ευαίσθητο αντίσωμα sc-67 (μεσαίο πάνελ). Στον πυρήνα (αριστερό πλαίσιο), 
τα επίπεδα της μη φωσφωρυλιωμένης νευροϊνιδίνης, αυξάνονται σημαντικά 
μόνο μετά από 30 λεπτά επώασης με ψεRACK, ενώ στο κυτταρόπλασμα 
(μεσαίο πλαίσιο) σημαντική αύξηση της μη φωσφορυλιωμένης νευροϊνιδίνης 
προκαλείται μόνο στα 10 και όχι στα 30 λεπτά επώασης με ψεRACK. Στο 
ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (δεξί πλαίσιο), η επίδραση με ψεRACK δε φαίνεται 
να έχει κάποιο σημαντικό αποτέλεσμα, τουλάχιστον στην ομάδα μορίων της 
νευροϊνιδίνης που δε φωσφορυλιώνονται στο εξεταζόμενο κατάλοιπο. 
Συνδυάζοντας τα παραπάνω, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι η νευροϊνιδίνη, 
που δε φωσφορυλιώνεται στη θέση Ser2808, αλλά μπορεί να 
φωσφορυλιώνεται σε άλλα κατάλοιπα, μετά από 30 λεπτά ενεργοποίησης της 
PKCε πιθανώς εισρέει στον πυρήνα. Συνεπώς, η παρατηρούμενη αύξηση, 
μετά από φωσφορυλίωση, μάλλον σχετίζεται με μετακίνηση της πρωτεΐνης 
στον πυρήνα.  
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Όταν, στις ίδιες μεμβράνες νιτροκυτταρίνης, χρησιμοποιήσαμε το μη 
φωσφο-ευαίσθητο αντίσωμα sc-68 (που αναγνωρίζει τόσο τη 
φωσφορυλιωμένη όσο και τη μη φωσφορυλιωμένη μορφή της νευροϊνιδίνης) 
τα αποτελέσματα που πήραμε διέφεραν σημαντικά σε όλα τα κλάσματα (άνω 
πάνελ). Καταρχήν, παρατηρούμε σημαντικό κέρδος σε ανοσοδραστικότητα 
sc-68 έναντι του sc-67 αντισώματος, γεγονός που αποδεικνύει ότι η PKCε 
φωσφορυλιώνει τη νευροϊνιδίνη στο κατάλοιπο Ser2808 in vivo. Επίδραση με 
ψεRACK στον πυρήνα (αριστερό πλαίσιο) έχει ως αποτέλεσμα τη σημαντική 
αύξηση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης και μάλιστα με τρόπο εξαρτώμενο 
από το χρόνο. Συγκεκριμένα, τα πυρηνικά επίπεδα της νευροϊνιδίνης 
αυξάνονται σημαντικά μετά από 10 λεπτά επώασης με ψεRACK αλλά 
αυξάνονται περαιτέρω όταν η επώαση γίνεται για 30 λεπτά όπου το ποσοστό 
των ενεργοποιημένων PKCε μορίων -και συνεπώς της φωσφορυλιωμένης 
νευροϊνιδίνης- είναι μεγαλύτερο. Στο κυτταρόπλασμα, τώρα, τα επίπεδα της 
νευροϊνιδίνης, μετά τη φωσφορυλίωση του καταλοίπου Ser2808 από PKCε, 
αυξάνονται σημαντικά και παραμένουν αυξημένα και μετά από 30 λεπτά 
επίδρασης με ψεRACK. Εν τούτοις, τα επίπεδα μεταξύ της επίδρασης των 10 
και των 30 λεπτών δε διαφέρουν σημαντικά, αποτέλεσμα που πιθανώς 
σχετίζεται με πυρηνική εισροή της φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης. Στο ολικό 
κυτταρικό εκχύλισμα (δεξί πλαίσιο), όπως ήταν αναμενόμενο, τα επίπεδα της 
νευροϊνιδίνης αυξάνονται μετά από επίδραση με ψεRACK, αφού σε αυτό 
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Σχήμα 26. Η φωσφορυλίωση, στο κατάλοιπο Ser2808, από PKCε 
προσφέρει πρωτεϊνική σταθερότητα στη νευροϊνιδίνη, με τρόπο εξαρτώμενο 
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από το χρόνο και την ποσότητα φωσφορυλιωμένης PKCε. Πρωτογενείς 
καλλιέργειες νευρώνων επωάστηκαν με φορέα (λωρίδα 1), ή 1μΜ ειδικό για την 
PKCε πεπτίδιο ενεργοποίησης, ψεRACK (λωρίδες 2, 3). Α. Η ενεργοποίηση της 
PKCε μετρήθηκε με τη χρήση ειδικού αντισώματος σε ολικό κυτταρικό εκχύλισμα. Β. 
Η αφθονία της νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκε στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα με 
ανοστύπωση κατά Western χρησιμοποιώντας το φωσφο-ευαίσθητο sc67 αντίσωμα 
(μεσαίο πάνελ) και το μη φωσφο-ευαίσθητο sc68 αντίσωμα (άνω πάνελ). Τα επίπεδα 
της καρυοφερίνης β3 και της p120GAP χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ίσης 
ποσότητας πρωτεΐνης (κάτω πάνελ). C. Τα διαγράμματα απεικονίζουν την 
ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το 
λόγο της πυκνότητας της νευροϊνιδίνης προς την καρυοφερίνη β3 (πυρηνικό κλάσμα) 
ή προς την p120GAP (κυτταροπλασματικό κλάσμα και ολικό κυτταρικό εκχύλισμα). 
Τα αποτελέσματα είναι μέσοι όροι ±s.e. 3-5 δειγμάτων από 3-7 διαφορετικά 
πειράματα: * P<0.05 και ** P<0.01 σημαντικότητα προς μάρτυρα. 
 
Για την διεξοδικότερη διερεύνηση της φωσφορυλίωσης της 
νευροϊνιδίνης στη θέση Ser2808 από την PKCε, συγκρίναμε τη πυκνότητα της 
μη φωσφορυλιωμένης με αυτή της φωσφορυλιωμένης νευροϊνιδίνης στο 
πυρηνικό και το κυτταροπλασματικό κλάσμα. Το Σχήμα 27 καθιστά σαφές ότι 
η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στο εξεταζόμενο κατάλοιπο συμβαίνει 
τόσο στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα και μάλιστα, όπως 
αναμέναμε, αυξάνεται όσο αυξάνεται ο χρόνος επίδρασης με το πεπτίδιο 
ψεRACK.  
 
Σχήμα 27. Η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στη θέση Ser2808 από 
την PKCε εξαρτάται από το χρόνο. Το διάγραμμα απεικονίζει την ποσοτικοποίηση 
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των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως την αφαίρεση της 
πυκνότητας της νευροϊνιδίνης του μη φωσφο-ευαίσθητου αντισώματος sc-68 μείον 
την πυκνότητα του φωσφο-ευαίσθητο sc-67 αντισώματος στον πυρήνα και το 
κυτταρόπλασμα. 
 
Στη συνέχεια, εξετάσαμε τον τρόπο που η φωσφορυλίωση στο 
συγκεκριμένο κατάλοιπο (Ser2808) επηρεάζει την πυρηνοκυτταροπλασματική 
διακίνηση της νευροϊνιδίνης -γνωρίζοντας ότι η φωσφορυλίωση από PKCε 
συσσωρεύει τη νευροϊνιδίνη στο πυρήνα- και βρήκαμε ότι η PKCε-εξαρτώμενη 
φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης στη Ser2808 είναι υπεύθυνη για την είσοδο και 
τη διατήρηση της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα (Σχήμα 28). 
 
 
Σχήμα 28. Η φωσφορυλίωση στη θέση Ser2808 από την PKCε είναι 
υπεύθυνη για την πυρηνική συσσώρευση της νευροϊνιδίνης. Το διάγραμμα 
απεικονίζει την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, 
εκφρασμένη ως το λόγο της πυκνότητας της φωσφορυλιωμένης πυρηνικής προς τη 
φωσφορυλιωμένη κυτταροπλασματική νευροϊνιδίνη. 
 
Τέλος, τα βιοχημικά αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν με ανάλυση 
μονήρων κυττάρων μετά από ανοσοφθορισμό και παρατήρηση στο 
μικροσκόπιο (Σχήμα 29). Σε ηρεμία, η νευροϊνιδίνη βρίσκεται εντός και εκτός 
του πυρήνα νευρώνων εμβρύου όρνιθας (πάνελ 1, βέλος). Με επίδραση LMB, 
αντί για την αναμενόμενη πυρηνική συσσώρευση εξαιτίας της αναστολής των 
μονοπατιών πυρηνικής εξόδου, παρατηρήσαμε μείωση των επιπέδων της 
πυρηνικής νευροϊνιδίνης (πάνελ 2, βέλος). Επίδραση με τον αναστολέα του 
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πρωτεασώματος MG132 είχε ως αποτέλεσμα τη σημαντική αύξηση της 
πυρηνικής (πάνελ 3, βέλος) αλλά όχι της κυτταροπλασματικής (πάνελ 3, 
κεφαλή βέλους) νευροϊνιδίνης, ενώ η επώαση με ψεRACK αυξάνει τα επίπεδα 
της πυρηνικής (πάνελ 4, βέλος) αλλά και της κυτταροπλασματικής (πάνελ 4, 
κεφαλή βέλους) νευροϊνιδίνης των μετα-μιτωτικών νευρώνων. 
 
Σχήμα 29. Η κατανομή και αφθονία της νευροϊνιδίνης σε πρωτογενείς 
νευρώνες, μετά από φαρμακολογικές επιδράσεις, επιβεβαιώνεται και με 
πειράματα ανοσοφθορισμού. Οι νευρώνες επωάστηκαν με φορέα (πάνελ 1), 20 
ng/ml LMB για 16 ώρες (πάνελ 2), 1 μM MG132 για 16 ώρες (πάνελ 3) ή 1 μM 
ψεRACK για 30 λεπτά (πάνελ 4). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν και υποβλήθηκαν σε 
ανάλυση ανοσοκυτταροχημείας. Αντιπροσωπευτικές εικόνες, προβολές 5 Ζ-τομών 
πάχους 0,5 μm, β-τουμπουλίνης (κόκκινο), νευροϊνιδίνης (πράσινο) και DAPI (μπλε). 
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Η παρουσία ή μη και η αφθονία της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα υποδηλώνεται με τα 
βέλη, ενώ στο κυτταρόπλασμα με τις κεφαλές βελών. 
 
Συνολικά, λοιπόν, αποδείξαμε ότι η επώαση με το πεπτίδιο ψεRACK 
ενεργοποιεί την PKCε, η οποία με τη σειρά της φωσφορυλιώνει τη 
νευροϊνιδίνη στο κατάλοιπο Ser2808, με αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση και 
συνεπώς την αύξηση της αφθονίας της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα και το 
κυτταρόπλασμα  με τρόπο εξαρτώμενο από το χρόνο και τη φωσφορυλίωση. 
Επιπλέον, ότι η συγκεκριμένη φωσφορυλίωση, αποτελεί πιθανό μηχανισμό 
ρύθμισης της πυρηνο-κυτταροπλασματικής διακίνησης της νευροϊνιδίνης με τα 
φωσφορυλιωμένα μόρια πρωτεΐνης να συσσωρεύονται στον πυρήνα.  
 
 
3.3. Μελέτη των διαμοριακών αλληλεπιδράσεων και της σημασίας της 
πυρηνο-κυτταροπλασματικής διακίνησης της νευροϊνιδίνης κατά τον 
κυτταρικό κύκλο κυττάρων γλοίας 
 
Στην εισαγωγή καταστήσαμε σαφές ότι η διαφοροποίηση και ο 
πολλαπλασιασμός αποτελούν τις δύο όψεις του ίδιου νομίσματος, δηλαδή της 
καρκινικής εξαλλαγής. Ως τώρα, μελετήσαμε το ρόλο της PKCε στη 
διαφοροποίηση καρκινικών κυττάρων και συσχετίσαμε τη λειτουργία της με τη 
ρύθμιση της ογκοκατασταλτικής νευροϊνιδίνης σε μετα-μιτωτικό περιβάλλον. 
Είναι γνωστό πως κατά τη νευρωνική διαφοροποίηση τα κύτταρα βγαίνουν 
από τον κυτταρικό κύκλο (Go withdrawal). Επόμενο λογικό βήμα, λοιπόν, 
ήταν να μελετήσουμε τις σημαντικές, αυτές, πρωτεΐνες και την αλληλεπίδρασή 
τους σε κύτταρα που πολλαπλασιάζονται. Η μετάβαση των κυττάρων από την 
αδράνεια στην επανεισαγωγή τους στον κυτταρικό κύκλο και τον 
πολλαπλασιασμό, δηλαδή η μετάβαση από την G0 στην G1 φάση και στη 
συνέχεια υποχρεωτικά στις φάσεις του κύκλου G1-S-G2-Mίτωση, είναι 
συγκεκριμένη φυσιολογική διαδικασία, δυσλειτουργία της οποίας είναι το 
κύριο χαρακτηριστικό ανεξέλεγκτου πολλαπλασιασμού των κυττάρων και της 
ογκογένεσης [330]. Η διαδικασία αυτή, στα ευκαρυωτικά κύτταρα, ελέγχεται με 
δύο θεμελιώδεις μηχανισμούς. Καταρχήν, ελέγχεται από την ενεργοποίηση 
ενδοκυτταρικών σηματοδοτικών μονοπατιών μεταγωγής σήματος που  
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συνδέεται με την ενεργοποίηση ή αδρανοποίηση μεταγραφικών παραγόντων, 
οι οποίοι στη συνέχεια οδηγούν σε τροποποιημένα προγράμματα γονιδιακής 
έκφρασης, ωθώντας τα κύτταρα στον πολλαπλασιασμό [331]. Τα μόρια που 
ελέγχουν τα συγκεκριμένα μονοπάτια μεταγωγής σήματος είναι οι κυκλίνες 
(Cyclins) και οι κινάσες που εξαρτώνται από κυκλίνες (Cyclin-dependent 
kinases, Cdk). Ο δεύτερος μηχανισμός ρύθμισης του κυτταρικού κύκλου είναι 
με την ύπαρξη δύο κρίσιμων σημείων ελέγχου στην πορεία από τη φάση G1 
προς τη μίτωση [332], δηλαδή, στις μεταβάσεις G1/S, που το κύτταρο ελέγχει 
ότι έχει το κατάλληλο μέγεθος και δεν υπάρχει βλάβη στο DNA, και G2/M, που 
ελέγχει ότι η S φάση έχει ολοκληρωθεί, δεν υπάρχει βλάβη στο DNA και το 
κύτταρο είναι έτοιμο να εισέλθει στη μίτωση. Έχουν βρεθεί ακόμα δύο σημεία 
ελέγχου, το G0/G1 όπου αποφασίζεται αν το κύτταρο θα διαιρεθεί ή θα 
παραμείνει εκτός κυτταρικού κύκλου και το σημείο ελέγχου μετάφασης όπου 
βεβαιώνεται ότι τα χρωμοσώματα είναι ευθυγραμμισμένα στη μιτωτική πλάκα 
και βρίσκονται υπό διπολική ένταση. Είναι σαφές, ότι η ρύθμιση του 
κυτταρικού κύκλου είναι μια εξαιρετικά πολύπλοκη και ακριβής διαδικασία. 
Μάλιστα, τα τελευταία χρόνια, πλήθος ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών, όπως 
το APC και το BRCA1, φαίνεται να εμπλέκονται στη ρύθμισή του [333, 334].  
 
3.3.1. Ρύθμιση των επιπέδων έκφρασης και της αλληλεπίδραση της 
PKCε και της νευροϊνιδίνης κατά τον κυτταρικό κύκλο κυττάρων 
γλοιοβλαστώματος 
Ένα σημαντικό ζητούμενο, λοιπόν, είναι να μελετηθεί ο κυτταρικός 
κύκλος καρκίνων του ΚΝΣ και ο ρόλος των PKCε και νευροϊνιδίνης σε αυτόν. 
Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκε η κυτταρική σειρά γλοιοβλαστώματος SF268. 
Τα γλοιοβλαστώματα είναι ο συνηθέστερος τύπος πρωτογενών καρκίνων του 
εγκεφάλου και, εξαιτίας του γρήγορου ρυθμού πολλαπλασιασμού τους, συχνά 
έχουν κακή πρόγνωση για τους ασθενείς. Η περίπλοκη κυτταρική τους 
σύνθεση, η διάχυτη διεισδυτικότητά τους, και η μη απόκρισή τους σε 
θεραπείες αποτελούν πρόκληση για τους ερευνητές εδώ και δεκαετίες και 
παρεμποδίζουν την πρόοδο προς μια αποτελεσματική θεραπεία. Ένας ακόμη 
λόγος που επιλέχθηκε ο καρκίνος του γλοιοβλαστώματος σα μοντέλο μελέτης 
είναι ότι πρόσφατες γενωμικές μελέτες προφίλ έδειξαν ότι η νευροϊνιδίνη είναι 
μια bona fide ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη γλοιοβλαστώματος, αφού ένα 
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σημαντικό ποσοστό των σποραδικών γλοιοβλαστωμάτων έχουν σωματικές 
μεταλλαγές στο γονίδιο της νευροϊνωμάτωσης. Άλλωστε, τα κύτταρα SF268, 
όπως είχαμε δείξει και με RT-PCR εκφράζουν μεγάλες ποσότητες PKCε, 
γεγονός που επιβεβαιώσαμε και με ανάλυση ανοσοκυτταροχημείας (Σχήμα 
30). Υπό φυσιολογικές συνθήκες μάλιστα, δηλαδή χωρίς καμία επίδραση 





Σχήμα 30. Τα SF268 κύτταρα νευροβλαστώματος εκφράζουν υψηλά 
επίπεδα της PKCε αλλά και της ενεργοποιημένης μορφής της (pPKCε), σε 
φυσιολογικές συνθήκες. Μικροσκοπία ανοσοφθορισμού με αντισώματα έναντι της 
PKCε και της pPKCε και ακόλουθη σήμανση με κόκκινο (Rhodamine) ή πράσινο 
(FITC) φθορόχρωμα, αντίστοιχα. Με μπλε φαίνονται οι πυρήνες μετά από χρώση με 
Hoechst. Οι εικόνες είναι προβολές 5 Ζ-τομών πάχους 0,5 μm, οι οποίες 
τραβήχτηκαν σε συνεστιακό μικροσκόπιο.   
 
Στη συνέχεια, πραγματοποιήσαμε δοκιμασίες πολλαπλασιασμού 
(proliferation assays) ώστε να διαπιστωθεί ο χρόνος διπλασιασμού των 
κυττάρων SF268 και να υπολογιστεί κατά προσέγγιση η διάρκεια της κάθε 
φάσης του κυτταρικού κύκλου. Αποδείξαμε ότι ο χρόνος διπλασιασμού των 
SF268 κυττάρων είναι 38 ώρες, η G1 φάση διαρκεί 17,1 ώρες, η S φάση 10,3 
ώρες, η G2 φάση 6,8 ώρες και η μίτωση 3,8 ώρες (Σχήμα 31).  
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Σχήμα 31. Σχηματική απεικόνιση της διάρκειας του κυτταρικού κύκλου 
και των επιμέρους φάσεών του στα SF268 κύτταρα γλοιοβλαστώματος. 
 
Για να μελετήσουμε τα γεγονότα του κυτταρικού κύκλου αποφασίσαμε 
να συγχρονίσουμε τα κύτταρα χρησιμοποιώντας ένα δημοσιευμένο 
πρωτόκολλο διπλού μπλοκ θυμιδίνης και νοκοδαζόλης (nocodazole) [314]. Η 
θυμιδίνη (ή δεοξυθυμιδίνη) είναι ένα πυριμιδικό δεοξυνουκλεοτίδιο. 
Συγκεκριμένα, η δεοξυθυμιδίνη είναι το (Τ) νουκλεοτίδιο του DNA, που 
συνδυάζεται με τη δεοξυαδενοσίνη (A) στη διπλή έλικα του DNA. Στην 
κυτταρική βιολογία, όμως, χρησιμοποιείται για το συγχρονισμό των κυττάρων 
στην αρχή της S φάσης (μετάβαση G1/S), αφού σε περίσσεια αναστέλλει την 
αντιγραφή του DNA. Η νοκοδαζόλη είναι αντινεοπλασματικός φαρμακολογικός 
παράγοντας που παρεμποδίζει τον πολυμερισμό των μικροσωληνίσκων και, 
συνεπώς, σταματά τον κυτταρικό κύκλο πριν τη δημιουργία της μιτωτικής 
ατράκτου (μετάβαση G2/M). Το πρωτόκολλο αυτό είχε χρησιμοποιηθεί σε 
άλλη καρκινική σειρά και έπρεπε, με βάση τις μετρήσεις από τις δοκιμασίες 
πολλαπλασιασμού, να προσαρμόσουμε κατάλληλα τους χρόνους επώασης 
με τους φαρμακολογικούς παράγοντες. 
 
Στο Σχήμα 32 φαίνεται το τελικό πρωτόκολλο συγχρονισμού των 
SF268 κυττάρων όπως διαμορφώθηκε μετά από πολλαπλές δοκιμές σε 
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Σχήμα 32. Διαγραμματική απεικόνιση του βελτιστοποιημένου για SF268 
κύτταρα γλοιοβλαστώματος, πρωτόκολλου συγχρονισμού. 
 
Για να διαπιστώσουμε ότι το προσαρμοσμένο πρωτόκολλο συγχρονίζει 
την καρκινική κυτταρική σειρά SF268 εξετάσαμε ειδικούς δείκτες 
συγκεκριμένων φάσεων του κυτταρικού κύκλου. Είναι φανερό (Σχήμα 33) ότι 
η κυκλίνη D1 (πάνελ 3) παρουσιάζει τη μεγαλύτερη αύξηση κατά τη μετάβαση 
G1/S ενώ η κυκλίνη Β1 (πάνελ 2) αυξάνεται στη μετάβαση G2/M  και 
παραμένει σε υψηλά επίπεδα σε όλη τη διάρκεια της μίτωσης. Οι 
διαπιστώσεις αυτές συμφωνούν με τη διεθνή βιβλιογραφία. Επιπλέον, έχει 
δειχθεί ότι η κινάση σερίνης/θρεονίνης c-Raf1 ενεργοποιείται κατά τη διάρκεια 
της μίτωσης [335]. Η ενεργοποίηση αυτή οφείλεται στη φωσφορυλίωσή της 
και γίνεται εμφανής με αλλαγή κινητικότητας (mobility shift) στο Western blot 
(πάνελ 1). Οι δείκτες του κυτταρικού κύκλου στην ανοσοστύπωση κατά 
Western αποδεικνύουν ότι το πρωτόκολλο του συγχρονισμού ήταν επιτυχές 
και τα κύτταρα είναι όντως συγχρονισμένα. 
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Σχήμα 33. Το πρωτόκολλο διπλού μπλοκ θυμιδίνης και nocodazole 
συγχρονίζει την καρκινική κυτταρική σειρά SF268. Τα κύτταρα συγχρονίστηκαν 
με το πρωτόκολλο διπλού μπλοκ θυμιδίνης και νοκοδαζόλη στις μεταβάσεις G1/S και 
G2/M και μετά απελευθερώθηκαν σε θρεπτικό μέσο. Έπειτα, σε συγκεκριμένα 
χρονικά σημεία που αντιστοιχούσαν στις μεταβάσεις G1/S (λωρίδα 2), G2/M (λωρίδα 
3), τη μίτωση (λωρίδες 4, 5) και τη G1 φάση (λωρίδα 6) τα συγχρονισμένα κύτταρα 
καθώς και ασυγχρόνιστα (λωρίδα 1) συλλέχθηκαν και 25 μg πρωτεΐνης υποβλήθηκαν 
σε ανοσοστύπωση κατά Western με αντισώματα ενάντια σε δείκτες του κυτταρικού 
κύκλου. 
 
Έχοντας επιτύχει τον συγχρονισμό των SF268 κυττάρων, εξετάσαμε τα 
μεταγραφικά και πρωτεϊνικά επίπεδα της ενδογενούς PKCε κατά τη διάρκεια 
του κυτταρικού κύκλου (Σχήμα 34). Τόσο τα μεταγραφικά (Σχήμα 34 Α, άνω 
πάνελ), όσο και τα πρωτεϊνικά (Σχήμα 34 Α, κάτω πάνελ) επίπεδα της PKCε 
είναι χαμηλά στη G1/S μετάβαση, αλλά αυξάνονται κατά τη G2/M μετάβαση 
και διατηρούνται υψηλά μέχρι και το πέρας της μίτωσης, για να μειωθούν πάλι 
στη G1 φάση. Προκειμένου να προσδιορίσουμε τις συνολικές αυξομειώσεις 
στα επίπεδα της PKCε σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, επεκτείναμε 
το συγχρονισμό σε περισσότερες φάσεις και συλλέξαμε περισσότερα χρονικά 
σημεία (Σχήμα 34 Β). Τα επίπεδα μεταγραφής της PKCε παραμένουν χαμηλά 
σε όλη τη διάρκεια της σύνθεσης, αλλά, μετά την είσοδο στη G2 φάση 
αυξάνονται δραματικά και παραμένουν υψηλά μέχρι και το πέρας της 
μίτωσης. Πιο σημαντικά, η φωσφορυλίωση της PKCε στη Ser729, το 
κατάλοιπο στο υδροφοβικό μοτίβο που αποτελεί σημαντικό έναυσμα για την 
καταλυτική ενεργότητά της, ακολουθεί το ίδιο μοτίβο. 
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Σχήμα 34. Τα μεταγραφικά και πρωτεϊνικά επίπεδα της PKCε 
μεταβάλλονται όμοια κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Τα SF268 
κύτταρα γλοιοβλαστώματος συγχρονίστηκαν ή όχι, συλλέχθηκαν σε συγκεκριμένες 
φάσεις του κυτταρικού κύκλου και υποβλήθηκαν σε ημιποσοτική RT-PCR (A και Β 
άνω πάνελ) ή ανοσοστύπωση κατά Western (Α και Β κάτω πάνελ) ώστε να 
προσδιοριστούν τα μεταγραφικά και τα πρωτεϊνικά επίπεδα της PKCε αλλά και της 
καταλυτικά ενεργής μορφής της (P-Ser729 PKCε). Το διάγραμμα απεικονίζει την 
ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το 
λόγο της πυκνότητας της PKCε προς το GAPDH ή της P-Ser729 PKCε ως προς την 
ακτίνη. 
Δείξαμε, λοιπόν, ότι τα επίπεδα της PKCε αλλάζουν ανάλογα με τη 
φάση του κυτταρικού κύκλου που βρίσκεται το κύτταρο. Για να εξετάσουμε αν 
συμβαίνει το ίδιο και στην περίπτωση της νευροϊνιδίνης πραγματοποιήσαμε 
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ανοσοστύπωση κατά Western και ημιποσοτική RT-PCR, και βρήκαμε ότι η 
πρωτεΐνη και το μήνυμα της νευροϊνιδίνης αυξομειώνονται ομοίως (Σχήμα 35). 
Συγκεκριμένα, τα επίπεδα των μεταγράφων GRDII και GRDI της 
νευροϊνιδίνης, διατηρώντας τη 2:1 αναλογία τους, παρέμειναν υψηλά από τη 
G1/S μετάβαση έως το μέσο της S φάσης, μειώθηκαν σημαντικά από το τέλος 
της S φάσης και σε όλη τη διάρκεια της G2, ενώ αυξήθηκαν δραματικά στη 
μίτωση. Ωστόσο, μετά το τέλος της μίτωσης και την εισαγωγή στη G1 φάση τα 
επίπεδα των μεταγράφων μειώθηκαν πάλι. Αντίστοιχες αυξομειώσεις 
παρατηρήθηκαν και στα επίπεδα έκφρασης της νευροϊνιδίνης. Μάλιστα, 
εξετάζοντας τα επίπεδα, της δεύτερης πιο γνωστής RasGAP, της p120GAP 
δεν παρατηρήσαμε αλλαγές κατά τον κυτταρικό κύκλο, γεγονός που 
υποδηλώνει ότι η ρύθμιση της νευροϊνιδίνης είναι ειδική και πιθανώς 
ανεξάρτητη του Ras.  
 
 Σχήμα 35. Η αφθονία της νευροϊνιδίνης αλλάζει κατά τη διάρκεια των 
φάσεων του κυτταρικού κύκλου. Τα SF268 κύτταρα γλοιοβλαστώματος 
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συγχρονίστηκαν και συλλέχθηκαν σε συγκεκριμένες φάσεις του κυτταρικού κύκλου 
(από τη μετάβαση G1/S  έως και τη μετά τη μίτωση είσοδο στη G1). Τα μεταγραφικά 
και πρωτεϊνικά επίπεδα της νευροϊνιδίνης μελετήθηκαν με ημιποσοτική RT-PCR (άνω 
δεξί πάνελ) και κατάλληλους υποκινητές για τα GRDI και GRDII μετάγραφα ή 
ανοσοστύπωση κατά Western (άνω αριστερό πάνελ) και αντίσωμα ενάντια στη 
νευροϊνιδίνη αντίστοιχα. Τα επίπεδα του GAPDH (RT-PCR) και της p120GAP 
(Western blot) χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ίσης ποσότητας πρωτεΐνης (κάτω 
πάνελ). Τα διαγράμματα απεικονίζουν την ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με 
πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το λόγο της πυκνότητας του αθροίσματος 
των μεταγράφων GRDI και GRDII προς το GAPDH (γκρι σημεία) ή της νευροϊνιδίνης 
προς την p120GAP (μαύρα σημεία). 
 
 Παρόλο που τόσο η αφθονία της PKCε όσο και της νευροϊνιδίνης 
εξαρτάται από τη φάση του κυτταρικού κύκλου, οι χρονικές στιγμές 
αυξομείωσης δε φαίνεται να συμπίπτουν για τις δύο πρωτεΐνες. Προκειμένου 
να εξετάσουμε αν οι δύο πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν, εξετάσαμε την κατάσταση 
φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης από PKC κατά τη διάρκεια του κυτταρικού 
κύκλου (Σχήμα 36). Η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης από PKC στο 
κατάλοιπο Ser2808 μπορεί εύκολα να ανιχνευθεί με τη δοκιμασία 
φωσφατάσης στην ανοσοστύπωση κατά Western (όπως περιγράφεται στο 
Κεφάλαιο «Υλικά και Μέθοδοι»). Εν συντομία, τα δείγματα φορτώθηκαν σε 
πηκτή SDS-πολυακρυλαμίδης, μεταφέρθηκαν σε μεμβράνες νιτροκυτταρίνης 
και υποβλήθηκαν ή μη στη δοκιμασία φωσφατάσης. Στη συνέχεια, 
εκμεταλλευθήκαμε το φαινόμενο αντιγονικής συγκάλυψης του sc-67 
αντισώματος, το οποίο δεν αναγνωρίζει τη νευροϊνιδίνη όταν είναι 
φωσφορυλιωμένη στην, ειδική για PKC, θέση Ser2808, γεγονός, όμως, που 
αποφεύγεται όταν η μεμβράνη επωάζεται με φωσφατάση. Συνεπώς, 
συγκρίναμε κάθε λωρίδα της μεμβράνης που επωάστηκε με φωσφατάση (δεξί 
πάνελ) με την αντίστοιχη λωρίδα της μεμβράνης που επωάστηκε με το φορέα 
(αριστερό πάνελ). Τα κέρδη σε ανοσοδραστικότητα στη δεξιά μεμβράνη 
αποδεικνύουν φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στη Ser2808 από PKC. Είναι 
φανερό ότι από τη G1/S μετάβαση αλλά και σε όλη την S φάση, τα κέρδη σε 
ανοσοδραστικότητα είναι από μικρά έως ασήμαντα. Ενδιαφέρον είναι το 
γεγονός ότι με την είσοδο των κυττάρων στην G2 φάση η φωσφορυλίωση της 
νευροϊνιδίνης στη Ser2808 αυξάνεται δραματικά και κορυφώνεται στην αρχή 
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της μίτωσης. Μάλιστα, μετά το τέλος της μίτωσης και την είσοδο στη G1 φάση 
τα επίπεδα φωσφορυλίωσης μειώνονται πάλι και πλησιάζουν τα επίπεδα της 
S φάσης. Μια άλλη RasGAP, η p120GAP, αποτελεί μάρτυρα ότι τα κέρδη σε 
ανοσοδραστικότητα είναι ειδικά για τη νευροϊνιδίνη και οφείλονται στη 
δοκιμασία αλκαλικής φωσφατάσης και όχι σε θέματα ποσότητας πρωτεΐνης.  
Η υπερφωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στη G2 φάση και τη μίτωση 
συμπίπτει με τη δραματική άνοδο των επιπέδων της PKCε, γεγονός που 
υποδεικνύει ότι η υπεύθυνη, για τη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης, 
ισομορφή είναι η PKCε. Συνεπώς, υπάρχουν ενδείξεις ότι η νευροϊνιδίνη και η 
PKCε αλληλεπιδρούν και κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου των 
κυττάρων γλοιοβλαστώματος. Επιπλέον, η υπερφωσφορυλίωση στο 
συγκεκριμένο κατάλοιπο από PKCε έχουμε, προηγουμένως, αποδείξει ότι 
σχετίζεται με αυξημένη πρωτεϊνική σταθερότητα της νευροϊνιδίνης. Έτσι, 
λοιπόν, οδηγηθήκαμε στην υπόθεση ότι η νευροϊνιδίνη πρέπει να συντελεί 
σημαντικό ρόλο στη μίτωση και για αυτό παραμένει στη μέγιστη δυνατή 




Σχήμα 36. Η νευροϊνιδίνη παραμένει υπερφωσφορυλιωμένη στο, ειδικό για 
PKC, κατάλοιπο Ser2808 σε όλη τη G2 φάση και τη μίτωση. Η φωσφορυλίωση 
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του καταλοίπου Ser2808 της νευροϊνιδίνης μελετήθηκε με τη χρήση του φωσφο-
ευαίσθητου sc-67 αντισώματος σε δοκιμές φωσφατάσης, ανοσοστύπωσης κατά 
Western. Ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα  από συγχρονισμένα SF268 κύτταρα 
διαχωρίστηκαν σε SDS-PAGE και ηλεκτρομεταφέρθηκαν σε μεμβράνες 
νιτροκυτταρίνης. Πανομοιότυπες μεμβράνες επωάστηκαν με φορέα (αριστερό πάνελ) 
ή αλκαλική φωσφατάση (δεξί πάνελ) για 4 ώρες στους 370C και στη συνέχεια 
ανοσοστυπώθηκαν με το φωσφο-ευαίσθητο αντίσωμα νευροϊνιδίνης sc-67 και το 
αντίσωμα μάρτυρα p120GAP. Η ποσοτικοποίηση με πυκνομετρική ανάλυση των 
αποτελεσμάτων δείχνει ότι η φωσφορυλίωση στη σερίνη 2808 της νευροϊνιδίνης από 
PKC αυξάνεται 4-10 φορές στα κύτταρα που βρίσκονται στη G2 φάση ή τη μίτωση σε 
σχέση με τις υπόλοιπες φάσεις (διάγραμμα).  
 
3.3.2. Πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση της νευροϊνιδίνης και 
αλληλεπίδρασή της με την πυρηνική θεμέλια ουσία κατά τη διάρκεια του 
κυτταρικού κύκλου  
Λαμβάνοντας υπόψη ότι η νευροϊνιδίνη φαίνεται να έχει μια νέα 
λειτουργία στο κυτταρικό κύκλο -ανεξάρτητη με τις μέχρι τώρα λειτουργίες της- 
μαζί με το γεγονός ότι εντοπίζεται στον πυρήνα φυσιολογικών και καρκινικών 
κυττάρων [84, 224], δημιουργήσαμε την υπόθεση ότι ο πυρηνικός εντοπισμός 
της νευροϊνιδίνης μπορεί να σχετίζεται με καινοφανείς λειτουργίες της.  
Προκειμένου να εξερευνήσουμε το ρόλο της πυρηνικής νευροϊνιδίνης στον 
κυτταρικό κύκλο, αρχικά εξετάσαμε τον υποπυρηνικό εντοπισμό της. 
Αποδείξαμε ότι το μεγαλύτερο μέρος της πυρηνικής νευροϊνιδίνης 
συνεντοπίζεται με τις λαμίνες στην πυρηνική θεμέλια ουσία (nuclear matrix) 
(Σχήμα 37). Πραγματοποιώντας πειράματα υποπυρηνικής κλασμάτωσης 
(Σχήμα 37 Α) αποδείξαμε ότι η νευροϊνιδίνη εντοπίζεται κυρίως στην πυρηνική 
θεμέλια ουσία, όπου οι λαμίνες A και C είναι επίσης εμπλουτισμένες (Σχήμα 
37 Α, κάτω πάνελ), και στο κλάσμα του πυρηνικού φακέλου (nuclear 
envelope) (Σχήμα 37 Α, άνω πάνελ). Ο εντοπισμός της νευροϊνιδίνης στο 
διαλυτό σε DNάση κλάσμα (DΝase-soluble) είναι φτωχός, ενώ η πρωτεΐνη 
απουσιάζει εντελώς από το διαλυτό σε άλας (salt-soluble) κλάσμα. Τα 
παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν και με ανοσοκυτταροχημική 
ανάλυση τόσο σε ολόκληρα κύτταρα (Σχήμα 37 Β) όσο και σε 
απομονωμένους πυρήνες (Σχήμα 37 C). Είναι φανερό ότι σε κάθε περίπτωση, 
ένα μέρος των μορίων της νευροϊνιδίνης συνεντοπίζεται με μόρια λαμίνης A 
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και C (Σχήμα 37 Β, C βέλη). Οι πυρηνικές λαμίνες, γνωστές και ως κλάσης V 
ενδιάμεσα ινίδια, είναι ινώδεις πρωτεΐνες που παρέχουν δομική στήριξη και 
μεταγραφική ρύθμιση στον πυρήνα των κυττάρων. Αλληλεπιδρώντας με 
πρωτεΐνες που σχετίζονται με τη μεμβράνη, σχηματίζουν το πυρηνικό έλασμα 
(nuclear lamina) στο εσωτερικό του πυρηνικού φακέλου. Λειτουργικά, έχουν 
σχετιστεί με την κατάρρευση και αναμόρφωση του πυρηνικού φακέλου κατά 
τη διάρκεια της μίτωσης, αλλά και με τη σωστή τοποθέτηση των πυρηνικών 
πόρων. Στον άνθρωπο, υπάρχουν δύο τύποι λαμινών, οι λαμίνες Α τύπου (A 
και C) και οι λαμίνες Β τύπου (Β1, Β2) που διαφέρουν στο μήκος και το 
ισοηλεκτρικό σημείο τους.  
 
Σχήμα 37. Ένα μέρος των μορίων της νευροϊνιδίνης συνεντοπίζεται με 
την πυρηνική θεμέλια ουσία. (Α) SF268 κύτταρα κλασματώθηκαν σε ολικό 
πυρηνικό κλάσμα (nuclei), πυρηνικό φάκελο (nuclear envelope), πυρηνική θεμέλια 
ουσία (nuclear matrix), κλάσμα διαλυτό σε άλας (NaCl-soluble) και κλάσμα διαλυτό 
σε DNάση (Dnase-soluble). Οι πρωτεΐνες από όλα τα κλάσματα, 
συμπεριλαμβανομένου και ολικού κυτταρικού εκχυλίσματος (cell lysate) 
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ανοσοστυπώθηκαν με αντισώματα ενάντια στη νευροϊνιδίνη και τις λαμίνες A/C. 
Πυρηνική κατανομή της νευροϊνιδίνης στα SF268 κύτταρα όπως αποκαλύφθηκε από 
ανοσοκυτταροχημεία σε κύτταρα (Β) ή απομονωμένους πυρήνες (C). Τα κύτταρα 
υπέστησαν χρώση με λαμίνες A/C (κόκκινο), νευροϊνιδίνη (πράσινο) και Hoechst 
33258 (μπλε). Τα βέλη δείχνουν ενδεικτικά σημεία συνεντοπισμού νευροϊνιδίνης και 
λαμινών A/C. Οι εικόνες είναι προβολές 5 Ζ-τομών πάχους 0,5 μm, οι οποίες 
τραβήχτηκαν σε συνεστιακό μικροσκόπιο.  
 
Προηγούμενες μελέτες από το εργαστήριό μας, με τη χρήση 
συνεστιακής μικροσκοπίας, ανέφεραν ότι η υποκυτταρική μετακίνηση της 
νευροϊνιδίνης σε μετα-μιτωτικούς νευρώνες ρυθμίζεται αναπτυξιακά [224]. Σε 
ασυγχρόνιστες καλλιέργειες διαιρούμενων κυττάρων, η νευροϊνιδίνη 
εντοπίζεται σε διαφορετικά υποκυτταρικά διαμερίσματα εκτεινόμενα από τη 
μεμβράνη ως τον πυρήνα. Το σημαντικό, όμως, είναι ότι ο εντοπισμός της 
νευροϊνιδίνης μπορεί να ποικίλει σε μεγάλο βαθμό μεταξύ των κυττάρων από 
κυρίως πυρηνικός σε αποκλειστικά κυτταροπλασματικός. Τη διαπίστωση, 
αυτή, την επιβεβαιώσαμε σε πληθώρα διαφορετικών κυτταρικών υποβάθρων 
συμπεριλαμβανομένων Εμβρυϊκών Ινοβλαστών Μυός (Mouse Embryonic 
Fibroblasts), TM-31 αστροκύττωμα, SF268 γλοιοβλάστωμα, MCF-7 καρκίνος 
του μαστού και PC-3 καρκίνος του προστάτη (τα δεδομένα δεν εμφανίζονται). 
Υποθέσαμε, λοιπόν, ότι η παρατηρούμενη ετερογένεια, ακόμα και στην ίδια 
κυτταρική σειρά, θα μπορούσε να αποδοθεί στη διαφορετική φάση του 
κυτταρικού κύκλου που βρίσκεται κάθε κύτταρο. Πράγματι, πειράματα 
υποκυτταρικής κλασμάτωσης έδειξαν ότι η νευροϊνιδίνη έχει μια δυναμική 
υποκυτταρική κατανομή που ρυθμίζεται από τον κυτταρικό κύκλο (Σχήμα 38). 
Συγκεκριμένα, η νευροϊνιδίνη απουσιάζει από το πυρηνικό κλάσμα (αριστερό, 
άνω πάνελ) κατά τη G1/S μετάβαση, αλλά με την είσοδο στην S φάση τα 
επίπεδά της σταδιακά αυξάνονται και στη G2 φάση κορυφώνονται. Ανάλογα, 
τα κυτταροπλασματικά επίπεδα της νευροϊνιδίνης (δεξί, άνω πάνελ) σταδιακά 
μειώνονται όσο οι φάσεις του κυτταρικού κύκλου προχωρούν στη μίτωση. 
Συνεπώς, η νευροϊνιδίνη είναι αποκλειστικά κυτταροπλασματική στη G1/S 
μετάβαση αλλά καθώς τα κύτταρα περνούν στην S φάση αρχίζει να εισέρχεται 
στον πυρήνα για να γίνει κυρίως πυρηνική κατά τη διάρκεια της G2 φάσης και 
μέχρι την G2/M μετάβαση όπου ο πυρηνικός φάκελος διαλύεται.  
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Σχήμα 38. Η νευροϊνιδίνη διακινείται μεταξύ κυτταροπλάσματος και 
πυρήνα με τρόπο που εξαρτάται από τον κυτταρικό κύκλο. Τα SF268 κύτταρα 
συγχρονίστηκαν σε διάφορες φάσεις του κυτταρικού κύκλου και κλασματώθηκαν σε 
πυρηνικό (αριστερό πάνελ) και κυτταροπλασματικό (δεξί πάνελ) κλάσμα. Τα επίπεδα 
της νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκαν στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα με 
ανοσοστύπωση κατά Western με ειδικό αντίσωμα (άνω πάνελ). Οι λαμίνες A/C και η 
p120GAP χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες ίσης ποσότητας πρωτεΐνης (κάτω πάνελ), 
στο πυρηνικό και το κυτταροπλασματικό κλάσμα αντίστοιχα, αλλά και ως δείκτες 
επιτυχούς υποκυτταρικής κλασμάτωσης. Το διάγραμμα απεικονίζει την 
ποσοτικοποίηση των αποτελεσμάτων με πυκνομετρική ανάλυση, εκφρασμένη ως το 
λόγο της πυκνότητας της νευροϊνιδίνης προς τις λαμίνες A/C (πυρηνικό κλάσμα, 
μαύρα σημεία) ή προς την  p120GAP (κυτταροπλασματικό κλάσμα, γκρι σημεία). 
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Με σκοπό να διερευνήσουμε το ρόλο της πυρηνικής εισόδου της 
νευροϊνιδίνης και λαμβάνοντας υπόψη ότι συνεντοπίζεται με την πυρηνική 
θεμέλια ουσία μαζί με το γεγονός ότι στο κυτταρόπλασμα αλληλεπιδρά με τα 
ενδιάμεσα ινίδια του κυτταροσκελετού, υποθέσαμε ότι η νευροϊνιδίνη πιθανώς 
συνδέεται με το πυρηνικό έλασμα. Πειράματα συν-ανοσοκατακρήμνισης της 
νευροϊνιδίνης με τις λαμίνες A, B και C έδειξαν ότι η νευροϊνιδίνη αλληλεπιδρά 
μόνο με τις λαμίνες τύπου Α και, πιο σημαντικά, απέδειξαν ότι η 
αλληλεπίδραση αυτή εξαρτάται από τον κυτταρικό κύκλο (Σχήμα 39). Αρχικά, 
αποδείξαμε ότι η νευροϊνιδίνη συν-ανοσοκατακρημνίζεται με τις λαμίνες A και 
C, αλλά όχι τη λαμίνη Β (Σχήμα 39 Α), αλληλεπίδραση που επιβεβαιώθηκε 
μετά από ανοσοκατακρήμνιση νευροϊνιδίνης και ανοσοστύπωση λαμινών A/C 
(Σχήμα 39 Α, αριστερό πάνελ), αλλά και μετά από ανοσοκατακρήμνιση 
λαμινών A/C και ανοσοστύπωση για νευροϊνιδίνη (Σχήμα 39 Α, δεξί πάνελ).   
 Στη συνέχεια, εξετάσαμε αν η αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με τις 
λαμίνες τύπου Α εξαρτάται από τη φάση του κυτταρικού κύκλου. Βρήκαμε ότι, 
σε συγχρονισμένα SF268 κύτταρα, η νευροϊνιδίνη αλληλεπιδρά με τις λαμίνες 
A και C από τη G1/S μετάβαση και σε όλη τη διάρκεια της S φάσης, η 
αλληλεπίδραση κορυφώνεται κατά την έναρξη της G2 φάσης, όπου η 
νευροϊνιδίνη είναι κυρίως πυρηνική, ενώ, στη συνέχεια της ίδιας φάσης 
μειώνεται και τελικά παύει να υφίσταται με την έναρξη αλλά και σε όλη τη 
διάρκεια της μίτωσης, όπου ο πυρηνικός φάκελος διαλύεται (Σχήμα 39 Β). Οι 
λαμίνες τύπου Α αποπολυμερίζονται και παραμένουν εντελώς διαλυτές κατά 
τη διάρκεια της μίτωσης, γεγονός που μπορεί να σημαίνει ότι το αντίσωμα 
ίσως να μην αναγνωρίζει τα αποσυναρμολογημένα ενδιάμεσα ινίδια. Για να 
αποδείξουμε ότι η παρατηρούμενη απουσία αλληλεπίδρασης, μεταξύ 
νευροϊνιδίνης και λαμίνης κατά τη μίτωση, δεν είναι θέμα συγγένειας 
αντισώματος με το υπόστρωμα, ανοσοστυπώσαμε ολικά κυτταρικά 
εκχυλίσματα, συγχρονισμένων SF268 κυττάρων, και βρήκαμε ότι, πράγματι, 
το αντίσωμα είναι ικανό να αναγνωρίζει την πρωτεΐνη ακόμα και όταν το 
πυρηνικό έλασμα είναι αποδιοργανωμένο (Σχήμα 39 C). Σε αντίθεση με τις 
λαμίνες A και C η αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με την β-τουμπουλίνη, 
μόριο που είναι γνωστό ότι αλληλεπιδρά με τη νευροϊνιδίνη στο 
κυτταρόπλασμα, παραμένει σε όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, ακόμα 
και στη μίτωση. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Σχήμα 39. Η αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με τις λαμίνες A και C 
ρυθμίζεται κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Α. Η νευροϊνιδίνη (αριστερό 
πάνελ) ή οι λαμίνες A και C (δεξί πάνελ) ανοσοκατακρημνίστηκαν και τα 
ανοσοσυμπλέγματα αναλύθηκαν με ανοσοστύπωση κατά Western για περιεκτικότητα 
σε λαμίνες Α, C και νευροϊνιδίνη. Η λαμίνη B εξετάστηκε μόνο για συν-
ανοσοκατακρήμνιση με νευροϊνιδίνη. Β. Τα κύτταρα συγχρονίστηκαν σε διάφορες 
φάσεις του κυτταρικού κύκλου , συλλέχθηκαν και ακολούθησε ανοσοκατακρήμνιση 
της νευροϊνιδίνης. Τα ανοσοσυμπλέγματα αναλύθηκαν με ανοσοστύπωση κατά 
Western για περιεκτικότητα σε νευροϊνιδίνη (άνω πάνελ) λαμίνες A και C (μεσαίο 
πάνελ) ή β-τουμπουλίνη (κάτω πάνελ). C. Ολικά κυτταρικά εκχυλίσματα από 
συγχρονισμένα SF268 κύτταρα ανοσοστυπώθηκαν με αντίσωμα ενάντια στις λαμίνες 
A/C για να διαπιστωθεί ότι οι συγκεκριμένες πρωτεΐνες αναγνωρίζονται κανονικά από 
το αντίσωμα ακόμα και κατά τη διάρκεια της μίτωσης όταν η πυρηνική θεμέλια ουσία 
διαλύεται. 
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3.3.3. Καινοφανείς λειτουργίες της νευροϊνιδίνης κατά τη διάρκεια της 
μίτωσης φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων 
Δεδομένων των υψηλών επιπέδων της νευροϊνιδίνης κατά τη διάρκεια 
της μίτωσης, της αυξημένης πυρηνικής εισόδου της στη G2 φάση, ακριβώς 
πριν τη μίτωση και της συνεχούς αλληλεπίδρασής της με τη β-τουμπουλίνη, 
εξετάσαμε τον υποκυτταρικό εντοπισμό της νευροϊνιδίνης σε μιτωτικά κύτταρα 
με ανοσοκυτταροχημεία. Με ενδιαφέρον, διαπιστώσαμε ότι η νευροϊνιδίνη 
συνεντοπίζεται με τη β-τουμπουλίνη στη μιτωτική συσκευή (Σχήμα 40). Στην 
πρόφαση, η νευροϊνιδίνη εντοπίζεται στα κεντροσώματα που είναι το κύριο 
κέντρο οργάνωσης των μικροσωληνίσκων. Όσο η μίτωση προχωράει η 
νευροϊνιδίνη συνεντοπίζεται με όλους τους αστρικούς, πολικούς και 
μικροσωληνίσκους κινητοχώρων της μιτωτικής ατράκτου κατά την 
προμετάφαση, τη μετάφαση, την ανάφαση και την τελόφαση. Αν και ο 
συνεντοπισμός είναι σχεδόν πλήρης, η νευροϊνιδίνη φαίνεται να απουσιάζει 
από τον εσωτερικό κινητοχώρο, το σημείο που η τουμπουλίνη δεσμεύεται στο 
κεντρομερίδιο των συσπειρωμένων χρωμοσωμάτων. Στην κυτοκίνηση η 
νευροϊνιδίνη συνεντοπίζεται, επίσης, με τους μικροσωληνίσκους της 
ενδιάμεσης ζώνης (midzone) που προάγουν τη δημιουργία του αυλακιού 
κατάτμησης (cleavage furrow) και την ολοκλήρωση της κυτταρικής διαίρεσης.  
Μάλιστα, επιπλέον πειράματα ανοσοφθορισμού έδειξαν ότι η 
νευροϊνιδίνη συνεντοπίζεται εξίσου και με την α- και γ-τουμπουλίνη στη 
μιτωτική άτρακτο (Σχήμα 41). Η γ-τουμπουλίνη, είναι σημαντική για την 
πυρήνωση και τον πολικό προσανατολισμό των μικροσωληνίσκων. 
Συναντάται, κυρίως, στα κεντροσώματα και τα σώματα των μιτωτικών πόλων. 
Η α-τουμπουλίνη, σχηματίζει διμερή με τη β-τουμπουλίνη ώστε να 
διαμορφώσουν τους μικροσωληνίσκους. Συναντάται όπου και η β-
τουμπουλίνη, δηλαδή σε όλες τις εκφάνσεις της μιτωτικής συσκευής. Είναι 
εμφανές, ότι η νευροϊνιδίνη συνεντοπίζεται με τη γ-τουμπουλίνη, κατά την 
πρόφαση, στα κεντροσώματα (Σχήμα 41 Α), ενώ ο συνεντοπισμός με την α-
τουμπουλίνη είναι συνεχής σε όλες τις φάσεις του κυτταρικού κύκλου (Σχήμα 
41 Β, εδώ ενδεικτικά φωτογραφίες μετάφασης και κυτοκίνησης). 
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Σχήμα 40. Η νευροϊνιδίνη είναι μέρος της μιτωτικής συσκευής. Τα SF268 
κύτταρα μονιμοποιήθηκαν και αναλύθηκαν, με ανοσοκυτταροχημεία, για τον 
υποκυτταρικό εντοπισμό της νευροϊνιδίνης (πράσινο), της β-τουμπουλίνης (κόκκινο) 
και του πυρηνικού DNA (μπλε) όπως περιγράφηκε. Οι εικόνες είναι προβολές 
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Σχήμα 41. Η νευροϊνιδίνη συνεντοπίζεται με την γ- και α-τουμπουλίνη 
κατά τη διάρκεια της μίτωσης. Τα SF268 κύτταρα μονιμοποιήθηκαν και 
αναλύθηκαν, με ανοσοκυτταροχημεία, για τον υποκυτταρικό εντοπισμό της 
νευροϊνιδίνης (πράσινο), της γ- (Α) ή της β-τουμπουλίνης (Β) (κόκκινο) και του 
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πυρηνικού DNA (μπλε). Οι εικόνες είναι προβολές διαδοχικών Ζ-τομών, πάχους 
0.5μm, οι οποίες τραβήχτηκαν σε συνεστιακό μικροσκόπιο. 
 
Για να επιβεβαιώσουμε, περαιτέρω, τον εντοπισμό της νευροϊνιδίνης 
στη μιτωτική συσκευή χρησιμοποιήσαμε δύο διαφορετικά, ως προς το είδος 
και τον επίτοπο που αναγνωρίζουν, αντισώματα (Σχήμα 42). Το πρώτο 
αντίσωμα είναι μονοκλωνικό, μεγαλωμένο σε μυ (mouse) και ο επίτοπος που 
αναγνωρίζει βρίσκεται στο Ν-τελικό άκρο της νευροϊνιδίνης (αριστερή εικόνα), 
ενώ το δεύτερο αντίσωμα είναι πολυκλονικό, μεγαλωμένο σε κόνικλο (rabbit) 
και ο επίτοπος που αναγνωρίζει βρίσκεται στο C-τελικό άκρο (μεσαία εικόνα). 
Η χρήση των δύο αυτών αντισωμάτων σε αναλύσεις ανοσοφθορισμού, 
απέδειξε ότι ο εντοπισμός της νευροϊνιδίνης στη μιτωτική άτρακτο είναι 
ανεξάρτητος του χρησιμοποιούμενου αντισώματος. 
 
 
Σχήμα 42. Ο εντοπισμός της νευροϊνιδίνης στη μιτωτική άτρακτο είναι 
ανεξάρτητος του χρησιμοποιούμενου αντισώματος. Τα SF268 κύτταρα 
μονιμοποιήθηκαν και αναλύθηκαν, με ανοσοκυτταροχημεία, για τον υποκυτταρικό 
εντοπισμό της νευροϊνιδίνης στη μίτωση, με χρήση μονοκλωνικού αντισώματος sc-
20017 ενάντια στο N-τελικό άκρο (κόκκινο), ή πολυκλωνικού αντισώματος (sc-67) 
ενάντια στο C-τελικό άκρο (πράσινο) της πρωτεΐνης. Έγινε, επίσης, χρώση με 
Hoechst 33258 για την ανίχνευση του πυρηνικού DNA (μπλε). Οι εικόνες είναι 
προβολές διαδοχικών Ζ-τομών, πάχους 0.5μm, οι οποίες τραβήχτηκαν σε 
συνεστιακό μικροσκόπιο. 
 
Το επόμενο λογικό ερώτημα που γεννήθηκε ήταν αν ο εντοπισμός της 
νευροϊνιδίνης στη μιτωτική συσκευή είναι ίδιον των καρκινικών κυττάρων ή 
συμβαίνει και σε φυσιολογικά κύτταρα. Προκειμένου να διαπιστώσουμε αν η 
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νευροϊνιδίνη συμμετέχει στη μίτωση εξαιτίας της καρκινικής εξαλλαγής που 
έχουν υποστεί τα κύτταρα, πραγματοποιήσαμε πρωτογενείς καλλιέργειες 
αστροκυττάρων (απομονωμένες από 3 ημερών νεογέννητους επίμυες). 
Αρχικά, μελετήσαμε τον υποκυτταρικό εντοπισμό της νευροϊνιδίνης σε 
αστροκύτταρα που βρίσκονται σε διάφορες φάσεις διαφοροποίησης, μετά από 
5, 10, 18, ή 30 μέρες στην καλλιέργεια. Άλλωστε, μετά από αρκετές μέρες 
στην καλλιέργεια οι επίπεδοι, άμορφοι αστροβλάστες, προοδευτικά 
εκφράζουν την όξινη ινιδιακή πρωτεΐνη της γλοίας (GFAP), ένα ενδιάμεσο 
ινίδιο, και διαφοροποιούνται σε αστροκύτταρα που φέρουν προεκβολές [336]. 
Τα ενδιάμεσα ινίδια αποτελούν μία μεγάλη ετερόλογη οικογένεια γονιδίων, τα 
οποία ποσοτικά και πιο σημαντικά ποιοτικά εκφράζονται κατά τρόπο ειδικό για 
τον τύπο του κυττάρου αλλά και του σταδίου διαφοροποίησης [337], για αυτό, 
άλλωστε, η όξινη ινιδιακή πρωτεΐνη της γλοίας είναι από τους 
σημαντικότερους δείκτες αναγνώρισης ώριμων κυττάρων γλοίας. Στους 
ιδιαίτερα κινητικούς αστροβλάστες, που δεν εκφράζουν GFAP, η νευροϊνιδίνη 
συν-εντοπίζεται με τις ίνες στρες της F-ακτίνης (Σχήμα 43-a), ενώ δε φαίνεται 
καθαρά στον πυρήνα, εύρημα σε συμφωνία με ό,τι έχουμε προηγουμένως 
δείξει σε αστροβλάστες εμβρύου όρνιθας [224]. Καθώς οι αστροβλάστες 
διαφοροποιούνται σε αστροκύτταρα και αρχίζουν να εκφράζουν GFAP (Σχήμα 
43-b), η νευροϊνιδίνη εξακολουθεί να απουσιάζει από τον πυρήνα αλλά 
συνεχίζει να εντοπίζεται με τον κυτταροσκελετό ακτίνης, 
συμπεριλαμβανομένων των περιμετρικά προσανατολισμένων δεσμών 
μικροϊνιδίων. Ωστόσο, η περίτεχνη οργάνωση των μικροϊνιδίων εξαφανίζεται 
κατά την πρόοδο της διαφοροποίησης, αφού τα στατικά αστροκύτταρα έχουν 
λίγη πολυμερισμένη ακτίνη. Σε αυτά τα ινώδη αστροκύτταρα ο πυρηνικός 
εντοπισμός της νευροϊνιδίνης είναι πολύ σαφής, ενώ ο συν-εντοπισμός με την 
ακτίνη περιορίζεται στις περιφερειακές δέσμες (Σχήμα 43-c, d). 
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Σχήμα 43. Ο υποκυτταρικός εντοπισμός της νευροϊνιδίνης σε 
διαφοροποιούμενα αστροκύτταρα εξαρτάται από το στάδιο της 
διαφοροποίησης.  Αστροκύτταρα απομονώθηκαν από 3 ημερών νεογέννητους 
επίμυες και καλλιεργήθηκαν για  5 (a), 10 (b), 18 (c), ή 30 (d) μέρες. Τα κύτταρα 
μονιμοποιήθηκαν και αναλύθηκαν, με ανοσοκυτταροχημεία, για τον υποκυτταρικό 
εντοπισμό της νευροϊνιδίνης (κόκκινο) και την έκφραση ή μη της GFAP (πράσινο). 
Έγινε, επίσης, χρώση με ακτίνη-φαλλοϊδίνη (μωβ) και Hoechst 33258 (μπλε). Οι 
εικόνες είναι προβολές διαδοχικών Ζ-τομών, πάχους 0,5 μm, οι οποίες τραβήχτηκαν 
σε συνεστιακό μικροσκόπιο. 
 
Αφού εδραιώσαμε τον υποκυτταρικό εντοπισμό της νευροϊνιδίνης κατά 
τη διάρκεια της αστροκυτταρικής διαφοροποίησης, εξετάσαμε τον εντοπισμό 
της πρωτεΐνης σε διαφοροποιημένα, μιτωτικά αστροκύτταρα που εκφράζουν 
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GFAP και αποδείξαμε ότι η νευροϊνιδίνη συμμετέχει εξίσου και στο μιτωτικό 
μηχανισμό φυσιολογικών κυττάρων γλοίας (Σχήμα 44). Τα αστροκύτταρα, 
αφού καλλιεργήθηκαν για 10 ημέρες, μονιμοποιήθηκαν και αναλύθηκαν με 
ανοσοφθορισμό για τον εντοπισμό της ενδογενούς νευροϊνιδίνης και την 
έκφραση της GFAP. Αποδείξαμε ότι η νευροϊνιδίνη συμμετέχει σε όλες τις 
φάσεις της μίτωσης (εδώ ενδεικτικά μετάφαση και κυτοκίνηση). 
 
 
Σχήμα 44. Η νευροϊνιδίνη εντοπίζεται στη μιτωτική συσκευή μη 
καρκινικών κυττάρων γλοίας. Πρωτογενείς καλλιέργειες αστροκυττάρων 
απομονώθηκαν από 3 ημερών επίμυες και καλλιεργήθηκαν για 10 ημέρες. Στη 
συνέχεια, μονιμοποιήθηκαν και αναλύθηκαν με ανοσοκυτταροχημεία για τον 
υποκυτταρικό εντοπισμό της νευροϊνιδίνης (κόκκινο), της όξινης ινιδιακής πρωτεΐνης 
της γλοίας (GFAP) (πράσινο) και του πυρηνικού DNA (μπλε). Οι εικόνες είναι 
προβολές διαδοχικών Ζ-τομών, πάχους 0.5μm, οι οποίες τραβήχτηκαν σε 
συνεστιακό μικροσκόπιο. 
 
Μάλιστα, η νευροϊνιδίνη, και πάλι, συν-εντοπίζεται με τις α- και β-, 
τουμπουλίνη από την πρόφαση ως την κυτοκίνηση όπως αποκάλυψαν 
πειράματα ανοσοκυτταροχημείας και συνεστιακής μικροσκοπίας (Σχήμα 45 Α, 
Β). Επίσης, όπως και στα SF268 κύτταρα, η νευροϊνιδίνη βρίσκεται στα 
κεντροσώματα κατά την έναρξη της μίτωσης των αστροκυττάρων όπου και 
συν-εντοπίζεται με τη γ-τουμπουλίνη στην πρόφαση (Σχήμα 45 C). 
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Σχήμα 45. Η νευροϊνιδίνη είναι μέρος του μιτωτικού μηχανισμού 
κυττάρων γλοίας. Τα αστροκύτταρα μονιμοποιήθηκαν και αναλύθηκαν, με 
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ανοσοκυτταροχημεία, για τον υποκυτταρικό εντοπισμό της νευροϊνιδίνης (πράσινο), 
της α- (Α) β- (Β) ή γ-τουμπουλίνης (C) (κόκκινο) και του πυρηνικού DNA (μπλε) όπως 
περιγράφηκε. Οι εικόνες είναι προβολές διαδοχικών Ζ-τομών, πάχους 0,5 μm, οι 
οποίες τραβήχτηκαν σε συνεστιακό μικροσκόπιο. 
 
Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε περαιτέρω τα αποτελέσματα που 
λάβαμε μελετώντας την ενδογενή νευροϊνιδίνη και με σκοπό να 
αναγνωρίσουμε τις περιοχές της νευροϊνιδίνης που αλληλεπιδρούν με τη 
μιτωτική συσκευή, αναλύσαμε την έκφραση και τον εντοπισμό αρκετών, 
συζευγμένων με GFP, θραυσμάτων της νευροϊνιδίνης. Άλλωστε, δυστυχώς, 
δεν υπάρχει ακόμα πλασμίδιο που να περιέχει την πλήρους μήκους 
νευροϊνιδίνη όπως έχουμε προηγούμενα συζητήσει [265]. Με σκοπό να 
εξετάσουμε αν οι διαφορετικές περιοχές της νευροϊνιδίνης μπορούν να 
δεσμεύσουν την τουμπουλίνη, υπερεκφράσαμε παροδικά, σε ασυγχρόνιστα 
SF268 κύτταρα, πλασμίδια που κωδικοποιούν τις CTD, GRDI, GRDII, και 
SEC14 περιοχές της νευροϊνιδίνης και πραγματοποιήσαμε συν-
ανοσοκαθιζήσεις και ανοσοστύπωση κατά Western για τις α-, β- και γ-
τουμπουλίνη (Σχήμα 46 Α). Βρήκαμε ότι όλες οι CTD, GRDI, GRDII, και 
SEC14 περιοχές σχηματίζουν σύμπλοκα με τις εξετασθείσες ισομορφές της 
τουμπουλίνης, σε ασυγχρόνιστα κύτταρα. Συγκεκριμένα, οι GRDI και GRDII 
περιοχές δένονται περίπου το ίδιο στις α και β ισομορφές της τουμπουλίνης 
αλλά δε συμβαίνει το ίδιο και στη γ-τουμπουλίνη όπου η δέσμευση του GRDI 
σε αυτήν αυξάνεται, ενώ του GRDII ελλατώνεται (Σχήμα 46 Β). Η SEC14 
περιοχή δεσμεύεται επί το πλείστον στη γ-τουμπουλίνη, ενώ η CTD περιοχή 
δεσμεύεται ισχυρά και στις τρεις εξετασθείσες ισομορφές (Σχήμα 46 B). Στη 
συνέχεια, εξετάσαμε τον υποκυτταρικό εντοπισμό των πλασμιδίων με 
ανοσοκυτταροχημεία, σε μιτωτικά SF268 κύτταρα. Με τη βοήθεια της 
συνεστιακής μικροσκοπίας δείξαμε ότι ο εντοπισμός ή μη του κάθε 
πλασμιδίου στη μιτωτική συσκευή εξαρτάται από την περιοχή που αυτό 
κωδικοποιεί αλλά και τη φάση της μίτωσης. Συγκεκριμένα, όλα τα μόρια του 
CTD πλασμιδίου δεσμεύονται ισχυρά στη μιτωτική τουμπουλίνη σε όλες τις 
μιτωτικές φάσεις (Σχήμα 46 C) συμπεριλαμβανομένων των κεντροσωμάτων 
στην πρόφαση. Αντίθετα, μόνο ένας περιορισμένος αριθμός μορίων των 
πλασμιδίων που κωδικοποιούν τις GRDI και GRDII περιοχές βρέθηκαν στην 
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μιτωτική συσκευή (Σχήμα 46 D). Συγκεκριμένα, τα πλασμίδια, αυτά, συν-
εντοπίζονται ασθενώς με τη μιτωτική τουμπουλίνη στα κεντροσώματα κατά 
την πρόφαση και στο ενδιάμεσο σώμα (midbody) κατά την κυτοκίνηση, ενώ 
κατά τη μετάφαση και την ανάφαση δεν εντοπίζονται στο υλικό της ατράκτου 




Σχήμα 46. Αναγνώριση των περιοχών της νευροϊνιδίνης που 
συνδέονται με τα κεντροσώματα και τους μιτωτικούς μικροσωληνίσκους. Α. 
Όλες οι CTD, SEC14, GRDI και GRDII περιοχές της νευροϊνιδίνης δεσμεύουν την 
τουμπουλίνη. Ασυγχρόνιστα SF268 κύτταρα διαμολύνθηκαν παροδικά με τα 
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πλασμίδια CTD, GRDI, GRDII και SEC14 και ακολούθησε ανοσοκατακρήμνιση του 
GFP. Για να οπτικοποιηθεί η αλληλεπίδραση, τα ανοσοσύμπλοκα ανοσοστυπώθηκαν 
με ειδικά αντίσωμα ενάντια στις α-, β-, και γ-τουμπουλίνη, ενώ, ειδικό αντίσωμα 
ενάντια στο GFP χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας επιτυχούς ανοσοκατακρήμνισης 
(άνω πάνελ). B. Διαγραμματική απεικόνιση των ποσοστών δέσμευσης των α, β και γ 
ισομορφών της τουμπουλίνης στις CTD, GRDI, GRDII και SEC14 περιοχές της 
νευροϊνιδίνης. C. Τα SF268 κύτταρα διαμολύνθηκαν με το πλασμίδιο CTD και 
μελετήθηκε ο υποκυτταρικός εντοπισμός της περιοχής κατά τη διάρκεια της μίτωσης 
με ανοσοκυτταροχημεία. Οι εικόνες δείχνουν με κόκκινο: τη β-τουμπουλίνη, με 
πράσινο: το, συζευγμένο με GFP, CTD, με μπλε: τους πυρήνες (χρώση με Hoechst 
33258). D. Τα SF268 κύτταρα διαμολύνθηκαν παροδικά με τα GRDI, GRDII και 
SEC14 πλασμίδια και στη συνέχεια μελετήθηκε ο εντοπισμός των περιοχών αυτών 
κατά τη μίτωση. Οι εικόνες δείχνουν με πράσινο: το GFP, με μπλε: τη β-τουμπουλίνη. 
Όλες οι εικόνες είναι προβολές 5 Ζ-τομών πάχους 0,5 μm, οι οποίες τραβήχτηκαν σε 
συνεστιακό μικροσκόπιο, μπάρα=10 μm. 
 
Η SEC14 περιοχή, παρόλο που συν-ανοσοκατακρημνίζεται με τη γ-
τουμπουλίνη, συν-εντοπίζεται έντονα με τη μιτωτική συσκευή μόνο κατά τη 
μετάφαση και την κυτοκίνηση (Σχήμα 46 D), ενώ ο συν-εντοπισμός με τα 
κεντροσώματα ήταν ασθενής υποδηλώνοντας ότι η συγκεκριμένη περιοχή 
πιθανώς πραγματοποιεί ανεξάρτητες από τη μίτωση λειτουργίες στο κέντρο 
οργάνωσης των μικροσωληνίσκων MTOC (Microtubule Organizing Center). 
Τα αποτελέσματα, αυτά, δείχνουν ότι οι διαφορετικές περιοχές της 
νευροϊνιδίνης συνεισφέρουν ή ρυθμίζουν τις μιτωτικές λειτουργίες της 
πρωτεΐνης, υποδεικνύοντας ότι κατά τη μίτωση η νευροϊνιδίνη πιθανώς έχει 
και άλλες, πρόσθετες στην ενεργότητα RasGAP, λειτουργίες. 
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Η πλειονότητα των καρκίνων του νευρικού συστήματος δημιουργείται 
από μεταλλαγές στην αλληλουχία ογκοκατασταλτικών γονιδίων οι οποίες 
συχνά προκαλούν την απορρύθμιση της πυρηνικής μεταφοράς και τη 
διαταραχή της λειτουργίας των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών, με συνέπεια 
την έναρξη και εξέλιξη του καρκίνου. Τα ογκοκατασταλτικά γονίδια 
συμμετέχουν σε πληθώρα μονοπατιών μεταγωγής σήματος και ρυθμίζουν 
διαδικασίες που σχετίζονται με την καρκινογένεση όπως ο πολλαπλασιασμός, 
η διαφοροποίηση και η κυτταρική προσκόλληση. Το μονοπάτι Ras/Raf/MAPK 
είναι ένα ζωτικής σημασίας μονοπάτι μεταγωγής σήματος, στο οποίο 
λαμβάνει μέρος μια πολύ σημαντική ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη που, 
μάλιστα, σχετίζεται με καρκινικό σύνδρομο, η νευροϊνιδίνη. Το Ras/ERK, 
μονοπάτι ρυθμίζει δύο «αντίθετες» κυτταρικές διαδικασίες, τον 
πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση, διατάραξη των οποίων σχετίζεται 
άμεσα με την καρκινογένεση. Μια υψηλή αλλά παροδική ενεργοποίηση του 
μονοπατιού προκαλεί τον πολλαπλασιασμό κυττάρων, ενώ μια συνεχής, ήπια 
ενεργοποίηση προκαλεί διαφοροποίηση. Σημαντικοί ρυθμιστές του 
μονοπατιού αυτού και του βιολογικού αποτελέσματός του φαίνεται να είναι οι 
καινοφανείς PKCs και η RasGAP νευροϊνιδίνη. Άλλωστε, η λειτουργία της 
αναπτυξιακά ρυθμιζόμενης νευροϊνιδίνης εξαρτάται από τη φωσφορυλίωση 
διακριτών περιοχών της από PKC, φωσφορυλίωση που εκτρέπει το βιολογικό 
αποτέλεσμα του αυξητικού παράγοντα EGF από διαφοροποίηση σε 
πολλαπλασιασμό. Στην παρούσα εργασία, αποδείξαμε ότι: α) η ενεργοποίηση 
της ενδογενούς PKCε προάγει τη διαφοροποίηση καρκινικών κυττάρων του 
ΠΝΣ. Διαδικασία που στα κύτταρα νευροβλαστώματος διαμεσολαβείται μέσω 
αλληλεπίδρασης με το Ras/ERK μονοπάτι και φωσφορυλίωσης της 
νευροϊνιδίνης, β) η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης από την PKCε σε 
εμβρυϊκούς φλοιικούς νευρώνες ρυθμίζει τη σταθερότητα και την πυρηνο-
κυτταροπλασματική διακίνηση της, διαδικασίες εξαιρετικής σημασίας για τη 
λειτουργία της πρωτεΐνης, και γ) η ρύθμιση των λειτουργιών της νευροϊνιδίνης 
από την PKCε σχετίζεται με την ενεργή συμμετοχή της στη διαδικασία της 
μίτωσης καρκινικών και φυσιολογικών κυττάρων γλοίας. 
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4.1. Ο Ρόλος της PKCε στη διαφοροποίηση καρκινικών κυττάρων του 
ΠΝΣ 
 
Αρχικά εξακριβώθηκε το μεταγραφικό προφίλ όλων των PKC 
ισομορφών αλλά και των GRDI/GRDII και NLS μεταγράφων της νευροϊνιδίνης 
σε πληθώρα καρκινικών κυτταρικών σειρών επιθηλιακής και νευρικής 
προέλευσης. Βρέθηκε ότι η PKCε παράγεται σε υψηλά επίπεδα σε όλες τις 
υπό μελέτη καρκινικές σειρές, ενώ η πλειονότητα των υπολοίπων ισομορφών 
διαφοροποιείται στην ύπαρξη τους ή μη αλλά και στα επίπεδα έκφρασής τους 
(Σχήμα 10). Είναι γνωστό ότι η PKCε είναι η πρώτη ισομορφή που 
αποδείχθηκε ότι σε κάποιους ιστούς συμπεριφέρεται σαν ογκοπρωτεΐνη [167, 
168]. Άλλωστε η συγκεκριμένη ισομορφή είναι συνεχώς ενεργή σε κυτταρική 
σειρά μικροκυτταρικού καρκίνου του πνεύμονα [169], ενώ αυξημένα επίπεδα 
έκφρασης και ενεργοποίησής της έχουν παρατηρηθεί σε επιθηλιακά κύτταρα 
του παχέως εντέρου [170, 171], στον καρκίνο του προστάτη [172], του μαστού 
[173], των νεφρών [174], και του ακανθωκυτταρικού καρκινώματος του 
δέρματος [175]. Όσον αφορά τους καρκίνους του νευρικού συστήματος, τα 
επίπεδα της PKCε έχουν βρεθεί ανεβασμένα σε πρωτογενείς, υψηλού βαθμού 
(high grade), αστρογλοιακούς, εγκεφαλικούς όγκους [180] αλλά και σε 
αστροκυτταρικές κυτταρικές σειρές που προέρχονται από καρκίνους του 
εγκεφάλου. Συνεπώς, τα αποτελέσματά μας συμφωνούν με την 
προϋπάρχουσα βιβλιογραφία προσθέτοντας πληροφορίες για κυτταρικές 
σειρές που δεν είχαν προηγουμένως εξεταστεί. Επιπλέον, η έκφραση της 
ογκοκατασταλτικής νευροϊνιδίνης ανιχνεύθηκε σε όλες τις εξεταζόμενες 
κυτταρικές σειρές (Σχήμα 11).  
Στη συνέχεια θελήσαμε να συσχετίσουμε τα αυξημένα επίπεδα της 
PKCε και την πιθανώς αυξημένη ενεργοποίησή της με την αλλαγή στη 
διαφοροποίηση ή τον πολλαπλασιασμό καρκινικών κυτταρικών σειρών του 
νευρικού συστήματος. Η PKCε αποτελεί κόμβο μεταγωγής σήματος και 
μεταγραφής γονιδίων, ειδικά κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης όπου και παίζει 
εξαιρετικά σημαντικό ρόλο στον πολλαπλασιασμό και τη διαφοροποίηση του 
ΚΝΣ, ωστόσο, λίγα είναι γνωστά για το ρόλο της ενεργοποίησης της PKCε 
στο ΠΝΣ. Πρόσφατα, δείχθηκε ότι η PKCε ρυθμίζει τον πολλαπλασιασμό των 
κυττάρων Schwann μέσω της ERK1/2 χρησιμοποιώντας ένα ανεξάρτητο από 
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MEK και εξαρτώμενο από p56Lck μονοπάτι [338]. Η συντριπτική πλειοψηφία 
των όγκων που εμφανίζονται στο ανθρώπινο ΠΝΣ προέρχονται από τα 
κύτταρα Schwann ή τα πρόδρομα αυτών. Για να διαπιστωθεί ο ρόλος της 
PKCε στη διαδικασία διαφοροποίησης μετασχηματισμένων κυττάρων του 
ΠΝΣ επιλέχθηκε η 90-8 κυτταρική σειρά, που προέρχεται από κακοήθη όγκο 
των περιφερικών νευρικών ελύτρων (MPNST), και μελετήθηκε το αποτέλεσμα 
της ενεργοποίησης της ενδογενούς PKCε. Η μελέτη της λειτουργίας της 
ενδογενούς PKCε κρίνεται εξαιρετικά σημαντική αφού με αυτόν τον 
πειραματικό σχεδιασμό, αποσαφηνίζεται ο ρόλος της στη διαφοροποίηση 
χωρίς να γίνονται μεγάλες παρεμβάσεις στα κύτταρα όπως στην περίπτωση 
της διαμόλυνσης με πλασμιδιακούς φορείς έκφρασης. Μελετήσαμε τα 
μακροπρόθεσμα αποτελέσματα της PKCε στο φαινότυπο των MPNST μετά 
από ενεργοποίησή της συγκεκριμένης ισομορφής με το ειδικό για PKCε 
πεπτίδιο ενεργοποίησης ψεRACK και βρήκαμε ότι η ενεργοποίηση της PKCε 
είχε ως αποτέλεσμα την έντονη μορφολογική διαφοροποίηση των κυττάρων 
όπως αυτή αποκαλύφθηκε με την αναδιαμόρφωση του κυτταροσκελετού της 
ακτίνης αλλά και των μικροσωληνίσκων (Σχήμα 12). Συνεπώς, η 
ενεργοποίηση της PKCε έχει ως αποτέλεσμα την αλλαγή των 
κυτταροσκελετικών στοιχείων του κυττάρου. Ο κυτταροσκελετός αποτελείται 
από τρία δομικά πρωτεϊνικά στοιχεία: τους μικροσωληνίσκους, τα ενδιάμεσα 
ινίδια και τα μικροϊνίδια ακτίνης. Η PKCε ρυθμίζει τη λειτουργία και των τριών 
αυτών δομικών στοιχείων [339] αλληλεπιδρώντας και σε μερικές περιπτώσεις 
φωσφορυλιώνοντας τις πρωτεΐνες που σχηματίζουν αυτές τις δομές 
(περιφερίνη, βιμεντίνη, κερατίνη, ακτίνη) [83, 121, 305, 340]. Επιπλέον, 
μοναδικό χαρακτηριστικό της PKCε είναι μια αλληλουχία 6 αμινοξέων μεταξύ 
των C1 και C1b υποτμημάτων που αποτελεί το μοτίβο πρόσδεσης στην 
ακτίνη [101]. Συνεπώς, οι παρατηρούμενες μορφολογικές αλλαγές πιθανώς 
σχετίζονται με τη μοναδική ιδιότητα της PKCε να προσδένει ακτίνη και τη 
στενή σχέση που παρουσιάζει και με τα υπόλοιπα στοιχεία του 
κυτταροσκελετού.  
Οι μορφολογικές αλλαγές που παρατηρήσαμε στα κύτταρα βρήκαμε ότι 
πιθανώς προκύπτουν ή προκαλούν αλλαγές στο μεταγραφικό προφίλ 
αρκετών ειδικών, για διαφοροποιημένα κύτταρα Schwann, δεικτών (Σχήμα 
13). Συγκεκριμένα, μετά από επώαση με ψεRACK οι πρωτεΐνες-δείκτες της 
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διαφοροποίησης S-100b, MBP και MPZ αυξήθηκαν σημαντικά σε σχέση με 
τους μάρτυρες. Αντίθετα, οι πρωτεΐνες GFAP και ki-67 δε φαίνεται να 
μεταβάλλονται σημαντικά. Κατά τη διαφοροποίηση θα περιμέναμε την GFAP 
να αυξάνεται, μιας και η συγκεκριμένη πρωτεΐνη αποτελεί ευρέως 
χρησιμοποιούμενο δείκτη διαφοροποίησης κυττάρων γλοίας, και το αντιγόνο 
ki-67 να μειώνεται αφού κατά τη διαδικασία διαφοροποίησης τα κύτταρα 
παύουν να πολλαπλασιάζονται. Πιθανώς, λοιπόν, η αλλαγή σε αυτά τα μόρια 
να συμβαίνει αργότερα κατά τη διαφοροποίηση.  
Μια άλλη έκφανση της διαφοροποίησης καρκινικών κυττάρων είναι η 
απώλεια της διεισδυτικής και μεταστατικής τους ικανότητας. Προκειμένου να 
εξετάσουμε αν η ενεργοποίηση της PKCε οδηγεί σε ένα λιγότερο μεταστατικό 
φαινότυπο πραγματοποιήσαμε δοκιμές matrigel και αποκαλύψαμε δραστικές 
αλλαγές στη διεισδυτική ικανότητα των επωασμένων με ψεRACK κυττάρων. 
Στα κύτταρα, λοιπόν, που η PKCε ήταν ενεργοποιημένη παρατηρήθηκε η 
απώλεια της ικανότητας δημιουργίας κυτταρικών προεκβολών, άρα και 
κυτταρικών δικτύων (Σχήμα 14). Η συσχέτιση, αυτή, φαίνεται λογική εξαιτίας 
της προαναφερθείσας θέσης πρόσδεσης σε ακτίνη και της άμεσης 
αλληλεπίδρασης της PKCε με τον κυτταροσκελετό, στοιχεία απαραίτητα για 
την καρκινική διεισδυτικότητα και μεταστατικότητα in vitro και in vivo [178]. Εν 
τούτοις, πληθώρα ερευνών αναφέρουν ότι η PKCε είναι ογκοπρωτεΐνη για 
πολλούς καρκίνους επιθηλιακής αλλά και νευρικής προέλευσης και έχουν 
συσχετίσει την έκφραση της με αυξημένη διεισδυτικότητα των NIH 3T3 
ινοβλαστών [178] και μεταστατικότητα σε προ-κλινικό ζωικό μοντέλο καρκίνου 
του μαστού [173, 179]. Παράλληλα, η PKCε έχει δειχθεί ότι προάγει την 
κυτταρική μετανάστευση σε κύτταρα γλοιώματος [182, 183]. Σε πλήρη 
αντίθεση, μελέτες από το εργαστήριό μας και από άλλους έχουν δείξει ότι η 
PKCε είναι η ισομορφή που σχετίζεται πολύ ειδικά με τη διαφοροποίηση στο 
νευρικό σύστημα [96, 99, 121, 151, 153]. Συγκεκριμένα, στον αναπτυσσόμενο 
εγκέφαλο όρνιθας είναι η βασική ισομορφή που απαντάται σε πρώιμους μετα-
μιτωτικούς νευρώνες που μόλις αρχίζουν να διαφοροποιούνται [96], ενώ, 
υπερέκφραση της PKCε προάγει την εξαρτώμενη από νευρικό αυξητικό 
παράγοντα (NGF) νευριτική ανάπτυξη και καταστολή της την μπλοκάρει [341].  
Προκειμένου να μελετήσουμε το ρόλο της PKCε στη διαφοροποίηση 
αλλά και την ογκογένεση σε οργανισμικό επίπεδο, δημιουργήσαμε διπλά 
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σταθερά διαμολυσμένες καρκινικές κυτταρικές σειρές που εκφράζουν την 
αγρίου τύπου PKCε ή την κυρίαρχα αρνητική μορφή της DNPKCε υπό τον 
έλεγχο δοξυκυκλίνης (σύστημα Tet-Off). Οι κυτταρικές, αυτές, σειρές 
δημιουργήθηκαν προκειμένου να ενεθούν σε γυμνά ποντίκια ώστε να 
δημιουργηθούν ξενομοσχεύματα και στη συνέχεια να μελετηθεί η επίδραση 
της PKCε και της DNPKCε στην εξέλιξη της ογκογένεσης in vivo. 
Συγκεκριμένα δημιουργήθηκαν δύο κυτταρικές σειρές επιθηλιακής (MCF7 και 
PC3) και δύο νευρικής προέλευσης (90-8 και PC12) ώστε να διαπιστωθεί αν η 
επίδραση της PKCε εξαρτάται από την ιστική προέλευση του όγκου. Οι 
πρότυπες αυτές κυτταρικές σειρές αποτελούν πολύ σημαντικά μοριακά 
εργαλεία, για φαρμακολογική χρήση και περαιτέρω έρευνα του μηχανισμού 
έναρξης της καρκινογένεσης. 
Προτού, όμως, προχωρήσουμε στη μελέτη του ρόλου της PKCε σε 
οργανισμικό επίπεδο, διερευνήσαμε το μηχανισμό δράσης και τις 
αλληλεπιδράσεις της σε μοριακό και κυτταρικό επίπεδο. Για το σκοπό, αυτό, 
επιλέξαμε ένα καλά μελετημένο μοντέλο διαφοροποίησης, αυτό των SHSY-5Y 
κυττάρων νευροβλαστώματος. Τα SH-SY5Y κύτταρα νευροβλαστώματος είναι 
ένα εξαιρετικά χρήσιμο μοντέλο μελέτης γιατί, εκτός του ότι είναι επαρκώς 
χαρακτηρισμένα, έχει αποδειχθεί ότι διαφοροποιούνται εμφανώς μετά από 
επώαση με ρετινοϊκό οξύ (RA) ή TPA, το φορβικό εστέρα που ενεργοποιεί τις 
PKC. Μακροχρόνια επώαση (8 ημέρες) των SH-SY5Y κυττάρων 
νευροβλαστώματος με TPA ή RA είχε ως αποτέλεσμα την έντονη 
μορφολογική τους διαφοροποίηση (Σχήμα 17). Πιο σημαντικά, οι 
μορφολογικές αυτές αλλαγές συνοδεύτηκαν από αυξημένη φωσφορυλίωση 
της PKCε, της MARCKS και της ERK1/2 (Σχήμα 17) γεγονότα που 
υποδεικνύουν ότι το MAPK μονοπάτι μεταγωγής σήματος, υπό τον έλεγχο της 
PKCε, ενεργοποιείται και ρυθμίζει τη διαφοροποίηση των κυττάρων 
νευροβλαστώματος. Ο προεξέχων ρόλος των PKC στην εξαρτώμενη από 
TPA διαφοροποίηση των SH-SY5Y κυττάρων έχει συζητηθεί σε αρκετές 
μελέτες [99, 327] στις οποίες σημειώνεται ότι η PKCε είναι ο κύριος 
υπεύθυνος της TPA-επαγόμενης διαφοροποίησης, ειδικά για την νευριτική 
ανάπτυξη. Χαρακτηριστικά, διαμολύνσεις με πλασμίδια που περιέχουν 
διάφορα κομμάτια της PKC υπέδειξαν τον κυρίαρχο ρόλο της ρυθμιστικής 
περιοχής της PKCε αλλά και της, μοναδικής ανάμεσα σε όλες τις ισομορφές, 
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ιδιότητάς της να προσδένεται σε ακτίνη, στην επαγωγή της νευριτικής 
ανάπτυξης [155, 156]. Έτσι, τα αποτελέσματα προ-διαφοροποίησης της PKCε 
πιθανώς περιλαμβάνουν μηχανισμούς που δεν εμπλέκουν άμεσα τη 
δραστικότητα κινάσης [155, 342]. Εν τούτοις, η δραστικότητα κινάσης είναι 
επίσης πολύ σημαντική αφού οι αναστολείς των c/nPKC έχει επανειλημμένως 
δειχθεί ότι αναστέλλουν την επαγόμενη από TPA ενεργοποίηση της ERK [84, 
343, 344], τη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης [84] την επαγόμενη από TPA 
νευριτική ανάπτυξη, την έκφραση νευρωνικών δεικτών καθώς και τη μείωση 
του νευροδιαβιβαστικού περιεχομένου [320, 343-345]. 
Η επίδραση της ενεργοποίησης της PKC στον κυτταροσκελετό και τη 
νευριτική ανάπτυξη κατά τη διαφοροποίηση νευροβλαστώματος είναι πια 
εδραιωμένη. Ο κυτταροσκελετός F-ακτίνης φλοιού μπορεί να θεωρηθεί, ως 
ένας άμεσος στόχος της διαδικασίας της διαφοροποίησης [121]. Η 
νευροϊνιδίνη είναι ένα από τα υποστρώματα της PKC που μπορεί να 
σχετίζεται με τον κυτταροσκελετό ακτίνης σε νευρώνες και SH-SY5Y κύτταρα 
[83, 224]. Έτσι, εξετάσαμε την κατάσταση φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης 
σε διαφοροποιημένα SH-SY5Y κύτταρα και βρήκαμε ότι μετά από 8 ημέρες 
διαφοροποίησης η νευροϊνιδίνη φωσφορυλιώνεται σημαντικά στην ειδική για 
PKC θέση Ser2808 (Σχήμα 18). Στα SH-SY5Y κύτταρα, η TPA-εξαρτώμενη, 
οξεία φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στο κατάλοιπο Ser2808 φαίνεται να 
διαμεσολαβείται κυρίως από κλασσικές PKCs [84]. Μελετώντας, όμως, τα 
μεταγραφικά και πρωτεϊνικά επίπεδα των PKCα και PKCε βρήκαμε ότι σε 
μακροπρόθεσμη επώαση μόνο τα επίπεδα της PKCε αυξάνονται σημαντικά 
σε σχέση με το μάρτυρα (Σχήμα 18), γεγονός που επιβεβαιώνει και την 
εκτεταμένη φωσφορυλίωση της PKCε στη Ser729, το κατάλοιπο στο 
υδροφοβικό μοτίβο που αποτελεί σημαντικό έναυσμα για την καταλυτική 
ικανότητά της (Σχήμα 18). 
Η PKCε αναμένεται να επηρεάζει σημαντικά τη διαφοροποίηση των 
νευροβλαστωμάτων μέσω τόσο των καταλυτικών όσο και των ικριωματικών 
ιδιοτήτων της οι οποίες, άλλωστε, λειτουργούν ταυτόχρονα. Προφανώς, οι 
cPKCs και nPKCs (PKCδ) πρέπει να είναι σημαντικές για τη διαφοροποίηση 
και την απόπτωση των νευροβλαστωμάτων και πιθανώς ρυθμίζονται από την 
PKCε. Μεγάλης κλινικής σημασίας είναι και το γεγονός ότι η PKCε μπορεί να 
τροποποιεί την αντίδραση των κυττάρων νευροβλαστώματος έναντι 
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κυτταροτοξικών φαρμάκων [346]. Ένα δεύτερο σημείο, όσον αφορά την 
PKCε, είναι ο χαρακτηρισμός της ως ογκογονίδιο σε μη νευρικούς καρκίνους 
[98, 347]. Η εκκεντρικότητα, αυτή, της PKCε συναντάται και σε άλλα μέλη των 
μηχανισμών μεταγωγής σήματος που σχετίζονται με τη διαφοροποίηση 
νευροβλαστωμάτων. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν το γνωστό σε 
όλους ογκογονίδιο H-Ras, το οποίο αποτελεί αίσιο προγνωστικό δείκτη για 
MYCN-αρνητικούς όγκους νευροβλαστώματος, ή το TrkA, που αν και, επίσης, 
ογκογονίδιο είναι αίσιος δείκτης όταν παρουσιάζει υψηλή έκφραση σε 
νευροβλαστώματα [348]. Και οι δύο, αυτές, πρωτεΐνες είναι ζωτικής σημασίας 
για τη νευρωνική διαφοροποίηση και επιβίωση, όπως και η PKCε. Για το λόγο 
αυτό υποθέτουμε ότι οι παρατηρούμενες αυξήσεις της PKCε σε μη 
νευροβλαστικούς καρκίνους μπορεί να αντικατοπτρίζουν την προσπάθεια του 
κυττάρου να μειώσει τον πολλαπλασιασμό του αυξάνοντας τη διαφοροποίησή 
του.  
Συνολικά, λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω πειραματικά στοιχεία, 
προτείνουμε ότι η ενεργοποίηση της PKCε, η φωσφορυλίωση της 
νευροϊνιδίνης στο PKC κατάλοιπο Ser2808, και τελικά η ενεργοποίηση της 
ERK είναι όλα μακροπρόθεσμα αποτελέσματα, σαφώς σχετιζόμενα με τη 
διαφοροποίηση καρκινικών κυττάρων νευροβλαστώματος. Έτσι, μεταξύ όλων 
αυτών των γεγονότων μεταγωγής σήματος, μεταγραφής και μετάφρασης, η 
ρύθμιση της PKCε φαίνεται ως κομβικό και θεμελιώδες χαρακτηριστικό της 
διαδικασίας της διαφοροποίησης σε καρκινικά κύτταρα του ΠΝΣ. Γίνεται 
σαφές ότι τα αποτελέσματά μας, για την ενεργοποίηση και τις 
αλληλεπιδράσεις της PKCε κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης, μπορούν 
να αποτελέσουν έναυσμα για την ανάπτυξη φαρμακολογικών στόχων, έτσι 
ώστε οι όγκοι του ΠΝΣ να διαφοροποιούνται και να γίνονται λιγότερο 
επιθετικοί και διεισδυτικοί και κατά συνέπεια να υπάρξει επιτέλους 
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4.2. Λειτουργική αλληλεπίδραση της PKCε και της νευροϊνιδίνης σε μετα-
μιτωτικούς νευρώνες. 
 
Θέλοντας να μελετήσουμε την αλληλεπίδραση της PKCε και της 
νευροϊνιδίνης, αλλά και τη σημασία της PKCε-εξαρτώμενης φωσφορυλίωσης 
της νευροϊνιδίνης στους καρκίνους του ΚΝΣ, αποφασίσαμε αρχικά να 
μελετήσουμε ένα φυσιολογικό (μη καρκινικό) αναπτυξιακό μοντέλο, αυτό των 
εμβρυϊκών νευρώνων φλοιού όρνιθας. Το μοντέλο, αυτό, είναι εξαιρετικά 
χρήσιμο αφού έχει αποδειχθεί ότι η νευροϊνιδίνη είναι αναπτυξιακά 
ρυθμιζόμενη πρωτεΐνη και η κορύφωση της έκφρασής της συσχετίζεται καλά 
με την έναρξη της νευρωνικής διαφοροποίησης και ότι, σε ανώριμους 
νευρώνες συνεντοπίζεται με την F-ακτίνη στις νευρικές αποφύσεις και τους 
αυξητικούς κώνους του μεμβρανικού κυτταροσκελετού [224]. Στα σημεία αυτά, 
η F-ακτίνη σχηματίζει δίκτυα που είναι σημαντικά για τη νευριτική επιμήκυνση, 
τη νευρωνική μετακίνηση και τη ρυθμιζόμενη έκκριση [304]. Παρόλα αυτά, ο 
ρόλος της νευροϊνιδίνης σε μετα-μιτωτικά κύτταρα, όπως οι νευρώνες, 
παραμένει αδιευκρίνιστος. Η PKCε, από την άλλη, θεωρείται ως η κύρια 
ισομορφή που εμπλέκεται στη διαφοροποίηση των νευρώνων [96, 99, 121, 
151, 153]. 
Με τη χρήση ενός ειδικού αναστολέα φωσφατασών σερίνης/θρεονίνης, 
την καλικουλίνη Α (calyculin A), δείξαμε ότι η μαζική φωσφορυλίωση στα 
κατάλοιπα αυτά προκαλεί σημαντική αύξηση στα πρωτεϊνικά επίπεδα της 
νευροϊνιδίνης σε όλα τα υποκυτταρικά κλάσματα αλλά και σε ολικό κυτταρικό 
εκχύλισμα (Σχήμα 19). Πέραν της αύξησης των επιπέδων της, η 
φωσφορυλίωση προκαλεί και την εισροή της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα 
(Σχήμα 19). Συνεπώς, επιβεβαιώνεται ακόμα μια φορά η σημασία της 
φωσφορυλίωσης ως μετα-μεταφραστική τροποποίηση στο μόριο της 
νευροϊνιδίνης αλλά, πιο σημαντικά, ως τρόπος ρύθμισης του υποκυτταρικού 
εντοπισμού αλλά και των πρωτεϊνικών επιπέδων της. Μάλιστα, με 
φαρμακολογικές προσεγγίσεις, βρήκαμε ότι η φωσφορυλίωση της 
νευροϊνιδίνης διαμεσολαβείται από PKC, αφού με εξωτερική προσθήκη ΤΡΑ 
(του φορβικού εστέρα που ενεργοποιεί κλασσικές και νεοφανείς PKC) σε 
πρωτογενείς καλλιέργειες νευρώνων λάβαμε αποτελέσματα συμβατά με αυτά 
που προέκυψαν από την επώαση με την καλικουλίνη Α (Σχήμα 20). Άλλωστε, 
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είναι δεδομένη πια η αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με τις PKC [83, 84, 
276] και μελέτες από το εργαστήριό μας υποδεικνύουν ότι η PKC πιθανώς 
ρυθμίζει την πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση της πρωτεΐνης [84].  
Πριν την έναρξη και κατά τη διάρκεια της επώασης με ΤΡΑ, 
χρησιμοποιήσαμε τον ειδικό φαρμακολογικό αναστολέα, των κλασσικών PKC, 
Gӧ6976 και το ειδικό για PKCε πεπτίδιο αναστολής εV1-2 (Σχήμα 20) και 
αποδείξαμε ότι η PKCε είναι η ισομορφή που αυξάνει τα πρωτεϊνικά επίπεδα 
της νευροϊνιδίνης και πιθανώς ρυθμίζει τον εντοπισμό της στον πυρήνα. Ήταν 
σαφές ότι πρόκειται για ισομορφή των κλασσικών ή νεοφανών PKC, μιας που 
μόνο αυτές οι υποομάδες έχει δειχθεί ότι φωσφορυλιώνουν τη νευροϊνιδίνη in 
vivo [83, 84]. Ο λόγος που εξετάσαμε μόνο την εμπλοκή της PKCε ισομορφής, 
από όλες τις νεοφανείς PKC, είναι ότι η PKCε αποτελεί την κυρίαρχη 
ισομορφή στους νευρώνες φλοιού όρνιθας και ότι φωσφορυλιώνει τη 
νευροϊνιδίνη in vitro και in vivo [83].  
Η εμπλοκή της PKCε στην πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση της 
νευροϊνιδίνης, επιβεβαιώθηκε με τη χρήση του ειδικού για PKCε πεπτιδικού 
ενεργοποιητή ψεRACK, αφού ενεργοποίηση της PKCε και επακόλουθη 
φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης έχει ως αποτέλεσμα  την πυρηνική 
συσσώρευση της νευροϊνιδίνης (Σχήμα 21). Άλλωστε, τα τελευταία χρόνια, η 
πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση αποδεικνύεται ότι είναι θεμελιώδης 
μηχανισμός για τη λειτουργία των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών και στις 
περισσότερες περιπτώσεις ρυθμίζεται μέσω φωσφορυλίωσης [18, 19, 20,]. 
Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η κυτταροπλασματική φωσφατάση 
PTEN που πρέπει να βρίσκεται στον πυρήνα για να πραγματοποιεί 
λειτουργίες αστυνόμευσης [21]. Εξάλλου, είναι πλέον αποδεκτό ότι οι 
ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες μπορεί να πραγματοποιούν διακριτές και μη 
σχετιζόμενες λειτουργίες στο κυτταρόπλασμα και τον πυρήνα. 
Αν και αρχικά θεωρούνταν κυτταροπλασματική, τα τελευταία χρόνια 
αποδεικνύεται ότι η νευροϊνιδίνη εντοπίζεται σε διάφορα υποκυτταρικά 
διαμερίσματα από τη μεμβράνη μέχρι τον πυρήνα. Εν τούτοις, η σημασία του 
πυρηνικού εντοπισμού της νευροϊνιδίνης παραμένει άγνωστη. Η ενεργή 
μεταφορά από και προς τον πυρήνα, σε πρωτεΐνες άνω των 40 kDa, συνήθως 
διαμεσολαβείται από τα NLS και NES σήματα που φέρουν στην αλληλουχία 
τους. Η νευροϊνιδίνη περιέχει ένα διμερές NLS [224] στο εξώνιο 43 της C-
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τελικής περιοχής της που έχει δειχθεί ότι είναι αναγκαίο και επαρκές για να 
στοχεύσει την πρωτεΐνη στον πυρήνα [225, Kalpachidou and Leondaritis, μη 
δημοσιευμένα αποτελέσματα]. Σε ιστούς οι οποίοι δεν εμπλέκονται με την 
παθολογία της NF1 το εξώνιο 43, και συνεπώς το NLS, ματίζονται 
παράγοντας το κυτταροπλασματικό ΔΕ43 μετάγραφο της νευροϊνιδίνης [209]. 
Αντίθετα, σε κυτταρική σειρά αστροκυττώματος, η νευροϊνιδίνη εντοπίζεται 
στον πυρήνα και συν-εντοπίζεται μερικώς με τα σωμάτια PML (promyelocytic 
leukemia) [349] υποδεικνύοντας ότι ο πυρηνικός εντοπισμός της νευροϊνιδίνης 
σχετίζεται με την ανάπτυξη όγκων στους ασθενείς με NF-1. Η πυρηνική 
μεταφορά των περισσότερων μεσαίου και μεγάλου μοριακού βάρους 
πρωτεϊνών, που περιέχουν NLS, απαιτεί την ενεργοποίηση της Ran, μιας 
μικρής GTPάσης και των ρυθμιστών της. Για να εξετάσουμε αν η νευροϊνιδίνη 
χρησιμοποιεί αυτό τον ενεργειο-εξαρτώμενο μηχανισμό για να εισέλθει στον 
πυρήνα χρησιμοποιήσαμε τα RanT24N και RanQ69L μεταλλαγμένα 
πλασμίδια της Ran που έχουν ανεπαρκή ενεργότητα GTPάσης. 
Παρατηρήσαμε ότι μετά από υπερέκφραση του RanT24N πλασμιδίου, η 
ενδογενής νευροϊνιδίνη συσσωρεύεται στον πυρήνα (Σχήμα 22) ενώ, μετά 
από υπερέκφραση του RanQ69L, η νευροϊνιδίνη τείνει να συσσωρεύεται γύρω 
και έξω από τον πυρήνα, σε σύγκριση με τα κύτταρα που δεν έχουν 
διαμολυνθεί με το πλασμίδιο του Ran (Σχήμα 22), αποτελέσματα συμβατά με 
τη χρήση του Ran μονοπατιού από τη νευροϊνιδίνη. Επιπλέον, ταυτόχρονη 
υπερέκφραση των πλασμιδίων CTD και RanQ69L είχε ως αποτέλεσμα τον 
αποκλεισμό της πυρηνικής εισόδου του CTD (Σχήμα 22). Παρατηρούμε, 
λοιπόν, ότι το πλασμίδιο RanQ69L, ενώ, εξαιρεί εντελώς από τον πυρήνα το 
πλασμίδιο CTD, παρεμποδίζει μερικώς, μόνο, την είσοδο της ενδογενούς 
νευροϊνιδίνης σε αυτόν. Το «παράδοξο» αυτό, αντανακλά το γεγονός ότι η 
πλήρους μήκους πρωτεΐνη είναι δεσμευμένη σε συμπλέγματα μεταγωγής 
σήματος και άλλες πρωτεΐνες, ενώ ένα θραύσμα της κινείται πιο ελεύθερα 
μέσα στο κύτταρο.  
Τα παραπάνω αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν και με πειράματα συν-
ανοσοκαθίζησης μεταξύ της ενδογενούς νευροϊνιδίνης και των Ran 
πλασμιδίων (Σχήμα 22). Μάλιστα, η νευροϊνιδίνη συν-ανοσοκαθίζει με το 
RanT24N (GDP-bound Ran) και το RanQ69L (GTP-bound Ran), γεγονός που 
υποδηλώνει ότι η πρωτεΐνη είναι ικανή για είσοδο και έξοδο από τον πυρήνα 
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μέσω του Ran μονοπατιού. Το γεγονός ότι η νευροϊνιδίνη χρησιμοποιεί ένα 
ενεργειο-εξαρτώμενο μονοπάτι για την είσοδο και έξοδό της από τον πυρήνα 
είναι άκρως αναμενόμενο αφού πρόκειται για μια πρωτεΐνη μεγάλου μεγέθους 
(~250 kDa) που θα ήταν αδύνατο απλώς να διαχυθεί μέσω των πυρηνικών 
πόρων. 
Χρησιμοποιώντας in silico ανάλυση [350, 351], για πρώτη φορά 
προβλέψαμε την ύπαρξη δύο υποθετικών NESs (το NES1 στην PH περιοχή 
και το NES2 στη CTD περιοχή) στην αλληλουχία της νευροϊνιδίνης. 
Θεωρήσαμε ότι οι NES αλληλουχίες χρησιμοποιούνται από τη μεγάλη σε 
μέγεθος (2818 aa) νευροϊνιδίνη για να δένεται στο CRM-1 ώστε να διέρχεται 
μέσα από τους πυρηνικούς πόρους και να εξέρχεται στο κυτταρόπλασμα. Τα 
NLS και NES2 σήματα βρίσκονται στη C-τελική περιοχή της νευροϊνιδίνης, 
ωστόσο, υπερέκφραση της περιοχής αυτής σε SF268 (Σχήμα 22) και COS-7 
[225] κύτταρα είχε ως αποτέλεσμα τον ισχυρό πυρηνικό και αδύναμο 
κυτταροπλασματικό εντοπισμό της. Το παράδοξο, αυτό, επισημαίνει την 
ύπαρξη επιπλέον μηχανισμών, όπως οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 
και οι πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις, οι οποίοι καλύπτουν είτε το ένα είτε το 
άλλο σήμα ελέγχοντας, έτσι, την υποκυτταρική διακίνηση της νευροϊνιδίνης. 
Προκειμένου να επιβεβαιώσουμε την ικανότητα της νευροϊνιδίνης να 
εξέρχεται από τον πυρήνα και να διαπιστώσουμε αν τα υποθετικά NES της 
αλληλουχίας της είναι και λειτουργικά, χρησιμοποιήσαμε τη λεπτομυκίνη Β 
(LMB), έναν ισχυρό και ειδικό αναστολέα της εξαρτώμενης από CRM1 
πυρηνικής εξαγωγής [31]. Μετά την επώαση πρωτογενών καλλιεργειών 
νευρώνων με λεπτομυκίνη Β οι πρωτεΐνες που περιέχουν σήμα εξαγωγής 
από τον πυρήνα (NES) θα συσσωρευτούν μέσα τον πυρήνα. Πειράματα 
υποκυτταρικής κλασμάτωσης (Σχήμα 23) έδειξαν ότι: α) τα επίπεδα της 
νευροϊνιδίνης μειώνονται στο κυτταρόπλασμα, γεγονός συμβατό με την 
πυρηνική συσσώρευση της νευροϊνιδίνης, υποδεικνύοντας ότι η νευροϊνιδίνη 
χρησιμοποιεί το CRM1-εξαρτώμενο μονοπάτι πυρηνικής εξόδου, αλλά β) τα 
επίπεδά της επίσης μειώνονται στο πυρηνικό κλάσμα, αποτέλεσμα αντίθετο 
από την αναμενόμενη αύξηση που θα προϋπόθετε η επώαση με LMB, αλλά 
συμβατό με την γ) μείωση των επιπέδων της νευροϊνιδίνης στο ολικό 
κυτταρικό κλάσμα, υποδεικνύοντας πυρηνική αποικοδόμηση της πρωτεΐνης. 
Η υπόδειξη της πυρηνικής αποικοδόμησης ενισχύθηκε με την απόδειξη ότι η 
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μείωση αυτή είναι πραγματική και όχι αποτέλεσμα φαινομένου αντιγονικής 
συγκάλυψης (Σχήμα 24).  
Έχει αποδειχθεί ότι σε καρκινικά κύτταρα η νευροϊνιδίνη χρησιμοποιεί 
το πρωτεάσωμα για την αποικοδόμησή της [328]. Είναι ενδιαφέρον, μάλιστα, 
ότι μελέτες σε κύτταρα ή όγκους γλοιοβλαστώματος έχουν δείξει ότι η PKCα 
προάγει την -εξαρτώμενη από πρωτεάσωμα- αποδόμηση της νευροϊνιδίνης 
και ως εκ τούτου τον αυξημένο κυτταρικό πολλαπλασιασμό, αφού η RasGAP 
ενεργότητά της είναι ανεπαρκής για να ελέγξει το Ras [276]. Προκειμένου να 
ελέγξουμε αν η πρωτεασωμική αποικοδόμηση της νευροϊνιδίνης ισχύει σε 
μετα-μιτωτικούς νευρώνες και πως σχετίζεται με την κατάσταση 
φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης από PKC πραγματοποιήσαμε επωάσεις 
με, τον ειδικό αναστολέα πρωτεασώματος, MG132 ή το φορβικό εστέρα TPA, 
παρουσία ή απουσία LMB (Σχήμα 25). Δείξαμε ότι, μετά από επώαση με 
MG132, η αφθονία της νευροϊνιδίνης αυξάνεται σημαντικά μόνο στον πυρήνα 
γεγονός που αποδεικνύει για πρώτη φορά ότι η νευροϊνιδίνη αποικοδομείται 
μέσω του πυρηνικού πρωτεασώματος. Ειδικότερα, η σταθερότητα της 
νευροϊνιδίνης φαίνεται να σχετίζεται άμεσα με την κατάσταση 
φωσφορυλίωσής της από PKC, αφού επώαση με TPA αυξάνει σημαντικά τα 
πρωτεϊνικά επίπεδα της στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα. Ο μηχανισμός, 
αυτός πιθανώς είναι ανεξάρτητος από την πρωτεασωμική αποικοδόμηση της 
πρωτεΐνης στο κυτταρόπλασμα, όπου η αποικοδόμηση της πρωτεΐνης μπορεί 
να πραγματοποιείται και από άλλους μηχανισμούς αποικοδόμησης (π.χ. 
λυσόσωμα). Η σταθερότητα, αυτή, αφορά τη νευροϊνιδίνη σε πρωτεϊνικό 
επίπεδο και δε σχετίζεται με αυξημένη σύνθεση, αφού μελέτες από το 
εργαστήριό μας, με χρήση S35-μεθειονίνης, έδειξαν ότι ακόμα και μακροχρόνια 
επώαση με TPA δε μεταβάλει τα επίπεδα σύνθεσης της πρωτεΐνης [84]. 
Επιπλέον, ταυτόχρονη επώαση με LMB και MG132 ή TPA και LMB 
επιβεβαίωσε ότι η πυρηνική έξοδος της νευροϊνιδίνης εξαρτάται από το CRM1 
μονοπάτι (Σχήμα 25). Τα παραπάνω αποτελέσματα λήφθηκαν με τη χρήση 
τόσο του φωσφο-ευαίσθητου sc-67, όσο και του μη φωσφο-ευαίσθητου sc-68 
αντισώματος ενάντια της νευροϊνιδίνης. Μάλιστα, τα κέρδη σε 
ανοσοδραστικότητα του sc-68, έναντι του sc-67 αντισώματος, μετά από 
επώαση με TPA αντικατοπτρίζουν τα επίπεδα φωσφορυλίωσης της 
νευροϊνιδίνης από PKC στο κατάλοιπο Ser2808. Μελέτη με το sc-68 αντίσωμα 
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έδειξε ότι τα μόρια της νευροϊνιδίνης που δεν είναι φωσφορυλιωμένα, 
τουλάχιστον στη Ser2808, αποικοδομούνται στον πυρήνα, αφού επώαση με 
πρωτεασωμικό αναστολέα αυξάνει πολύ σημαντικά τα επίπεδά τους (Σχήμα 
25).  
Η σημασία της φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης από PKC, και 
ειδικότερα από την PKCε ισομορφή, μελετήθηκε περαιτέρω με το πεπτίδιο 
ψεRACK και τη χρήση ειδικών φωσφο-ευαίσθητων ή μη αντισωμάτων. 
Αποδείχθηκε ότι η PKCε φωσφορυλιώνει τη νευροϊνιδίνη στο κατάλοιπο 
Ser2808 in vivo με αποτέλεσμα τη σημαντική αύξηση των επιπέδων της 
νευροϊνιδίνης στον πυρήνα και το κυτταρόπλασμα και μάλιστα με τρόπο 
εξαρτώμενο από το χρόνο ενεργοποίησης της PKCε. Συγκεκριμένα, η 
φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στο εξεταζόμενο κατάλοιπο συμβαίνει τόσο 
στον πυρήνα όσο και στο κυτταρόπλασμα και μάλιστα, όπως αναμέναμε, 
αυξάνεται όσο αυξάνεται ο χρόνος επίδρασης με το πεπτίδιο ψεRACK (Σχήμα 
27). Τα πυρηνικά επίπεδα της νευροϊνιδίνης αυξάνονται σημαντικά μετά από 
10 λεπτά επώασης με ψεRACK αλλά αυξάνονται περαιτέρω όταν η επώαση 
γίνεται για 30 λεπτά όπου το ποσοστό των ενεργοποιημένων PKCε μορίων -
και συνεπώς της φωσφορυλιωμένης νευροϊνιδίνης- είναι μεγαλύτερο (Σχήμα 
26). Στο κυτταρόπλασμα, τώρα, τα επίπεδα της νευροϊνιδίνης, μετά τη 
φωσφορυλίωση του καταλοίπου Ser2808 από PKCε, αυξάνονται σημαντικά 
και παραμένουν αυξημένα ακόμη και μετά από 30 λεπτά επίδρασης με 
ψεRACK. Εν τούτοις, τα επίπεδα μεταξύ της επίδρασης των 10 και των 30 
λεπτών δε διαφέρουν σημαντικά, αποτέλεσμα που πιθανώς σχετίζεται με 
πυρηνική εισροή της φωσφορυλιωμένης πρωτεΐνης. Στη συνέχεια, εξετάσαμε 
τον τρόπο με τον οποίο  η φωσφορυλίωση στο συγκεκριμένο κατάλοιπο 
(Ser2808) επηρεάζει την πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση της 
νευροϊνιδίνης -γνωρίζοντας ότι η φωσφορυλίωση από PKCε συσσωρεύει τη 
νευροϊνιδίνη στο πυρήνα- και βρήκαμε ότι η PKCε-εξαρτώμενη 
φωσφορυλίωση της πρωτεΐνης στη Ser2808 είναι υπεύθυνη για την είσοδο και 
τη διατήρηση της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα (Σχήμα 28). Τέλος, τα βιοχημικά 
αποτελέσματα επιβεβαιώθηκαν με ανάλυση μονήρων κυττάρων μετά από 
ανοσοφθορισμό και παρατήρηση στο μικροσκόπιο του υποκυτταρικού 
εντοπισμού της νευροϊνιδίνης (Σχήμα 29).  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:54:58 EET - 137.108.70.7
 181 
Συνολικά, λοιπόν, αποδείξαμε ότι η PKCε φωσφορυλιώνει τη 
νευροϊνιδίνη στο κατάλοιπο Ser2808, με αποτέλεσμα τη σταθεροποίηση και 
συνεπώς την αύξηση της αφθονίας της νευροϊνιδίνης στον πυρήνα και το 
κυτταρόπλασμα  με τρόπο εξαρτώμενο από το χρόνο. Τα αποτελέσματά μας 
προσδίδουν ένα διαφορετικό ρόλο στη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης από 
PKC που αρχικά διαφωνεί με τη διαπίστωση ότι η PKCα προάγει την -
εξαρτώμενη από πρωτεάσωμα- αποδόμηση της νευροϊνιδίνης [276]. Δεν 
πρέπει, όμως, να λησμονούμε ότι η φωσφορυλίωση που οδηγεί στην 
αποικοδόμηση της νευροϊνιδίνης μπορεί να μην αφορά στο κατάλοιπο 
Ser2808 και να συμβαίνει στην πληθώρα άλλων θέσεων φωσφορυλίωσης 
από PKC που περιέχει η νευροϊνιδίνη. Άλλωστε, η φωσφορυλίωση της 
νευροϊνιδίνης, από PKC και ειδικά PKCε, σε μη καρκινικά κύτταρα όπως 
μελανοκύτταρα [277] και νευρώνες [83] έχει δειχθεί ότι προσφέρει στην 
πρωτεΐνη αυξημένη σταθερότητα.  
Επιπλέον, προτείνουμε ότι η συγκεκριμένη φωσφορυλίωση, αποτελεί 
πιθανό μηχανισμό ρύθμισης της πυρηνο-κυτταροπλασματικής διακίνησης της 
νευροϊνιδίνης με τα φωσφορυλιωμένα μόρια πρωτεΐνης να συσσωρεύονται 
στον πυρήνα. Εξάλλου, είναι πλέον αποδεκτό ότι η διακίνηση πρωτεϊνών από 
και προς τον πυρήνα επηρεάζεται από μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις 
μέσα ή κοντά στις αλληλουχίες εισόδου/εξόδου. Στις τροποποιήσεις αυτές 
περιλαμβάνονται φωσφορυλιώσεις, ουβικιτινυλιώσεις, γλυκοζυλιώσεις και 
σουμοϋλιώσεις, οι οποίες ελέγχονται από πολλά σηματοδοτικά μονοπάτια 
[20]. Οι μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις μπορούν να προκαλέσουν 
αλλαγές στη στερεοδιάταξη των πρωτεϊνών, με αποτέλεσμα την αποκάλυψη ή 
απόκρυψη κάποιου επίτοπου, δημιουργώντας τη δυνατότητα νέων 
πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων [18]. 
 
 
4.3. Σημασία της αλληλεπίδρασης της PKCε με τη νευροϊνιδίνη στη 
διαδικασία πολλαπλασιασμού καρκινικών κυττάρων γλοίας 
 
Αφού εδραιώσαμε το ρόλο της PKCε στη διαφοροποίηση καρκινικών 
κυττάρων και συσχετίσαμε τη λειτουργία της με τη ρύθμιση της 
ογκοκατασταλτικής νευροϊνιδίνης σε μετα-μιτωτικό περιβάλλον θελήσαμε να 
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μελετήσουμε τις σημαντικές, αυτές, πρωτεΐνες και την αλληλεπίδρασή τους σε 
κύτταρα που πολλαπλασιάζονται. Εξάλλου, η διαφοροποίηση και ο 
πολλαπλασιασμός αποτελούν τις δύο όψεις του ίδιου νομίσματος, δηλαδή της 
καρκινικής εξαλλαγής. Η ρύθμιση του κυτταρικού κύκλου είναι μια εξαιρετικά 
πολύπλοκη και ακριβής διαδικασία. Μάλιστα, τα τελευταία χρόνια, πλήθος 
ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών, όπως το BRCA1 και το APC, φαίνεται να 
εμπλέκονται στη ρύθμισή του [333, 334]. Ένα σημαντικό ζητούμενο, λοιπόν, 
ήταν να μελετηθεί ο κυτταρικός κύκλος καρκίνων του ΚΝΣ και ο ρόλος των 
PKCε και νευροϊνιδίνης σε αυτόν.  
Για το σκοπό αυτό επιλέχθηκε η κυτταρική σειρά γλοιοβλαστώματος 
SF268 αφού τα γλοιοβλαστώματα είναι ο συνηθέστερος τύπος πρωτογενών 
καρκίνων του εγκεφάλου, ενώ, πρόσφατες γενωμικές μελέτες προφίλ έδειξαν 
ότι η νευροϊνιδίνη είναι μια bona fide ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη 
γλοιοβλαστώματος [203]. Άλλωστε, τα κύτταρα SF268 εκφράζουν σε ηρεμία 
μεγάλες ποσότητες PKCε αλλά και την ενεργοποιημένη μορφή της, P-PKCε 
(Σχήμα 30). Πραγματοποιώντας δοκιμασίες πολλαπλασιασμού (proliferation 
assays) κατορθώσαμε να υπολογίσουμε με ακρίβεια το χρόνο διπλασιασμού 
και τη διάρκεια της κάθε φάσης του κυτταρικού κύκλου των κυττάρων SF268 
(Σχήμα 31). Προκειμένου να μελετηθούν τα γεγονότα του κυτταρικού κύκλου 
τα κύτταρα συγχρονίστηκαν με τη χρήση ενός δημοσιευμένου πρωτόκολλου 
διπλού μπλοκ θυμιδίνης και νοκοδαζόλης [314] το οποίο και προσαρμόστηκε 
στον κυτταρικό κύκλο των κυττάρων SF268 (Σχήμα 32). Το 
χρησιμοποιούμενο πρωτόκολλο συγχρόνισε τα κύτταρα γλοιοβλαστώματος 
επιτυχώς όπως αποδείχθηκε εξετάζοντας ειδικούς δείκτες του κυτταρικού 
κύκλου (Σχήμα 33).  
Μελέτη των μεταγραφικών και πρωτεϊνικών επιπέδων της PKCε σε 
συγχρονισμένα κύτταρα έδειξε όμοιο μοτίβο ρύθμισης (Σχήμα 34). 
Συγκεκριμένα, τα επίπεδα της PKCε παραμένουν χαμηλά σε όλη τη διάρκεια 
της σύνθεσης, αλλά, αυξάνονται δραματικά μετά την είσοδο των κυττάρων 
στη G2 φάση και παραμένουν υψηλά μέχρι και το πέρας της μίτωσης. Πιο 
σημαντικά, η φωσφορυλίωση της PKCε στη Ser729, το κατάλοιπο στο 
υδροφοβικό μοτίβο που αποτελεί σημαντικό έναυσμα για την καταλυτική 
ενεργότητά της, ακολουθεί το ίδιο μοτίβο (Σχήμα 34). Πολλές μελέτες έχουν 
συνδέσει την PKCε με ανεξέλεγκτη κυτταρική αύξηση και δημιουργία όγκων 
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σε γυμνά ποντίκια [167, 168]. Η ισομορφή αυτή φαίνεται να παίζει ρόλο στον 
κυτταρικό κύκλο αφού υπερέκφραση της κυρίαρχα αρνητικής μορφής της 
παρεμπόδισε τον πολλαπλασιασμό των U-373MG κυττάρων 
γλοιοβλαστώματος [181], ενώ, σε ινοβλάστες, υπερέκφραση της συνεχώς 
ενεργούς μορφής της PKCε είχε ως αποτέλεσμα την εκτεταμένη μεταγραφή 
της κυκλίνης D1 [301], η οποία φαίνεται ότι διαμεσολαβείται από το 
μετασχηματισμένο Ha-Ras και είναι εξαρτώμενη από MEK και Rac [352]. 
Αντίθετα, σε χαμηλή πυκνότητα πληθυσμού NIH3T3 ινοβλαστών, η PKCε 
είναι υπεύθυνη για την προκαλούμενη από TPA αναστολή ανάπτυξης [353]. Η 
αυξημένη έκφραση και ενεργοποίηση της PKCε που παρατηρήθηκε κατά τη 
μίτωση πιθανώς σχετίζεται με το γεγονός ότι σε μιτωτικά κύτταρα 
πραγματοποιείται μια σειρά φωσφορυλιώσεων (εξαρτώμενες από p38, GSK3 
και PKC) που ενεργοποιούν την PKCε και επάγουν τη δέσμευσή της στην 14-
3-3-β πρωτεΐνη, με αποτέλεσμα την ανεξάρτητη από λιπίδια ενεργότητα της 
κινάσης [122]. Πιο σημαντικά, απώλεια ή αναστολή αυτού του λειτουργικού 
συμπλέγματος μεταξύ των δύο πρωτεϊνών έχει ως αποτέλεσμα την 
καθυστέρηση της αποκοπής των θυγατρικών κυττάρων κατά την κυτοκίνηση 
[122, 354]. 
Στη συνέχεια, αποδείξαμε ότι η πρωτεΐνη και το μήνυμα της 
νευροϊνιδίνης αυξομειώνονται ομοίως κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου 
(Σχήμα 35). Συγκεκριμένα, τα επίπεδα των μεταγράφων  GRDII και GRDI της 
νευροϊνιδίνης, διατηρώντας τη 2:1 αναλογία τους, παρέμειναν υψηλά από τη 
G1/S μετάβαση έως το μέσο της S φάσης, μειώθηκαν σημαντικά από το τέλος 
της S φάσης και σε όλη τη διάρκεια της G2, ενώ αυξήθηκαν δραματικά στη 
μίτωση. Ωστόσο, μετά το τέλος της μίτωσης και την εισαγωγή στη G1 φάση τα 
επίπεδα των μεταγράφων μειώθηκαν πάλι. Αντίστοιχες αυξομειώσεις 
παρατηρήθηκαν και στα πρωτεϊνικά επίπεδα έκφρασης της νευροϊνιδίνης 
(Σχήμα 35). Ενδιαφέρον παρουσιάζει το γεγονός ότι τα πρωτεϊνικά επίπεδα 
της p120GAP, η δεύτερη πιο γνωστή RasGAP, δεν αλλάζουν σημαντικά κατά 
τον κυτταρικό κύκλο (Σχήμα 35) υποδεικνύοντας ότι η ρύθμιση της 
νευροϊνιδίνης κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου είναι ειδικό γεγονός και 
δεν αντικατοπτρίζει μια γενική επίδραση στις RasGAPs του κυττάρου. 
Άλλωστε, αυτή δε είναι η πρώτη φορά που παρατηρείται διαφορετική 
ρύθμιση των δύο βασικότερων RasGAP του κυττάρου κατά τη διάρκεια του 
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πολλαπλασιασμού. Κατά τη μετάβαση ανθρωπίνων ινοβλαστών από τον 
πολλαπλασιασμό στη φάση G0 όπου σταματά η ανάπτυξη (G0/G1), η 
ποσότητα της p120GAP μειώνεται στο μισό, ενώ, τα επίπεδα της 
νευροϊνιδίνης παραμένουν σταθερά [355]. Στην ίδια μελέτη, διαφορές 
παρατηρήθηκαν και στη συνεισφορά κάθε μιας από τις δύο πρωτεΐνες στη 
συνολική ενεργότητα RasGAP, με την p120GAP να κατέχει το 84% της 
ενεργότητας σε πολλαπλασιαζόμενα κύτταρα και το 53% σε κύτταρα που 
βρίσκονται στη G0 φάση και τη νευροϊνιδίνη να συνεισφέρει μόλις το 15% της 
RasGAP ενεργότητας ανεξάρτητα της εξόδου από τον πολλαπλασιασμό 
[355].  
Ασθενείς με μεταλλαγές στο γονίδιο NF1, που κωδικοποιεί τη 
νευροϊνιδίνη, παρουσιάζουν προδιάθεση για μια σειρά από κακοήθειες του 
Κεντρικού και του Περιφερικού νευρικού συστήματος. Απλοανεπάρκεια του 
γονιδίου NF1 επιτρέπει την ανάπτυξη ογκογενούς περιβάλλοντος 
μεταβάλλοντας τα ενδοκυττάρια σηματοδοτικά μονοπάτια [200, 356], ωστόσο, 
οι υπεύθυνοι για την καρκινογόνο δράση ενδοκυττάριοι μηχανισμοί είναι 
ασαφείς. Συγκεκριμένα στον εγκέφαλο απώλεια του ενός αλληλίου της 
νευροϊνιδίνης έχει ως αποτέλεσμα τον αυξημένο πολλαπλασιασμό των 
αστροκυττάρων [357], αύξηση που αφορά μόνο τα μεταλλαγμένα κύτταρα, και 
όχι κύτταρα παρακείμενων ιστών (cell-autonomous), και πραγματοποιείται 
μέσω των μονοπατιού μεταγωγής σήματος που εμπλέκεται το p21-Ras [246]. 
Σε συμφωνία με τα προηγούμενα, ογκογόνες μεταλλαγές στο γονίδιο του Ras 
και μειωμένη ή ανύπαρκτη νευροϊνιδίνη ευνοούν τη μόνιμη διέγερση του 
Raf/MEK/ERK μονοπατιού που οδηγεί σε κυτταρικό πολλαπλασιασμό [285, 
286]. Έτσι, λοιπόν, προτάθηκε ότι η συχνή εμφάνιση όγκων οφείλεται στην 
ογκοκατασταλτική ιδιότητα της νευροϊνιδίνης, να απενεργοποιεί την 
σηματοδοτική ογκοπρωτεΐνη Ras η οποία ελέγχει τη δραστικότητα των ΜΑPK. 
Εκτός, όμως, από το MAPK μονοπάτι, το Ras ενεργοποιεί και άλλα μόρια 
τελεστές όπως την κινάση φωσφατυδιλινοσιτόλης 3 (PI3K), το Rac και το 
διεγέρτη αποσύνδεσης από GDP Ral, όλα μόρια που σχετίζονται με 
πολλαπλασιασμό ή αναδιοργάνωση του κυτταροσκελετού [292]. Μάλιστα, έχει 
δειχθεί ότι ο εξαρτώμενος από Ras υπερπολλαπλασιασμός των μαστικών 
κυττάρων που είναι ετερόζυγα για NF1 διαμεσολαβείται από την, 
αιματοποιητική Rho GTPase, Rac 2 η οποία αποτελεί ρυθμιστή της 
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διασταυρούμενης αλληλεπίδρασης των PI3K και Ras-Raf-MΕΚ-ERK 
μονοπατιών [358]. Εν τούτοις, δεν έχει διαπιστωθεί αν η νευροϊνιδίνη 
σχετίζεται άμεσα με τη ρύθμιση τον κυτταρικού κύκλου. Πολύ πρόσφατα, 
μελέτες του μεταγραφικού προφίλ ολόκληρου του γονιδιώματος σε σωματικά, 
μη καρκινικά κύτταρα λεμφοβλαστώματος από ανθρώπους και μύες (NF1+/-) 
που πάσχουν από NF1 έδειξαν αυξημένη μεταγραφή γονιδίων που 
σχετίζονται με τον κυτταρικό κύκλο, τη μίτωση, αλλά και την επιδιόρθωση του 
DNA [359]. 
Παρόλο που τόσο η αφθονία της PKCε όσο και της νευροϊνιδίνης 
εξαρτάται από τη φάση του κυτταρικού κύκλου, οι χρονικές στιγμές 
αυξομείωσης δε φαίνεται να συμπίπτουν για τις δύο πρωτεΐνες. Προκειμένου 
να εξετάσουμε αν οι δύο πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν, μελετήσαμε την 
κατάσταση φωσφορυλίωσης της νευροϊνιδίνης από PKC κατά τη διάρκεια του 
κυτταρικού κύκλου (Σχήμα 36). Βρήκαμε ότι τα βασικά επίπεδα 
φωσφορυλίωσης, στη Ser2808, που παρατηρούνται από τη G1/S μετάβαση 
αλλά και σε όλη την S φάση αυξάνονται σημαντικά με την είσοδο των 
κυττάρων στην G2 φάση, ενώ, η αύξηση κορυφώνεται στην αρχή της 
μίτωσης. Μάλιστα, μετά το τέλος της μίτωσης και την είσοδο στη G1 φάση τα 
επίπεδα φωσφορυλίωσης μειώνονται πάλι και πλησιάζουν τα επίπεδα της S 
φάσης (Σχήμα 36). Η έντονη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στη G2 φάση 
και τη μίτωση συμπίπτει απόλυτα με τη δραματική άνοδο των επιπέδων και 
την ενεργοποίηση της PKCε (Σχήμα 34), γεγονός που υποδεικνύει ότι η 
υπεύθυνη, για τη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης, ισομορφή πιθανώς είναι 
η PKCε. Συνεπώς, υπάρχουν ενδείξεις ότι η νευροϊνιδίνη και η PKCε 
αλληλεπιδρούν και κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου των κυττάρων 
γλοιοβλαστώματος. Επιπλέον, η φωσφορυλίωση στο συγκεκριμένο κατάλοιπο 
από PKCε έχουμε, προηγουμένως, αποδείξει ότι σχετίζεται με αυξημένη 
πρωτεϊνική σταθερότητα της νευροϊνιδίνης. Έτσι, λοιπόν, οδηγηθήκαμε στην 
υπόθεση ότι η νευροϊνιδίνη πρέπει να συντελεί σημαντικό ρόλο στη μίτωση 
και για αυτό παραμένει στη μέγιστη δυνατή πρωτεϊνική της σταθερότητα 
(μέσω φωσφορυλίωσης από PKC).  
Η μόνη λειτουργική ιδιότητα που έχει αποδοθεί ως τώρα στη 
νευροϊνιδίνη είναι αυτή της RasGAP. Με τα αποτελέσματά μας, για πρώτη 
φορά αποδεικνύουμε ότι η ογκοκατασταλτική νευροϊνιδίνη ρυθμίζεται με 
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τρόπο εξαρτώμενο από τον κυτταρικό κύκλο. Λαμβάνοντας υπόψη ότι η 
νευροϊνιδίνη φαίνεται να έχει μια νέα λειτουργία στο κυτταρικό κύκλο -
ανεξάρτητη με τις μέχρι τώρα λειτουργίες της- μαζί με το γεγονός ότι 
εντοπίζεται στον πυρήνα φυσιολογικών και καρκινικών κυττάρων [84, 224], 
δημιουργήσαμε την υπόθεση ότι ο πυρηνικός εντοπισμός της νευροϊνιδίνης 
μπορεί να σχετίζεται με καινοφανείς λειτουργίες της. Προκειμένου να 
εξερευνήσουμε το ρόλο της πυρηνικής νευροϊνιδίνης στον κυτταρικό κύκλο, 
αρχικά εξετάσαμε τον υποπυρηνικό εντοπισμό της. Αποδείξαμε ότι το 
μεγαλύτερο μέρος της πυρηνικής νευροϊνιδίνης συνεντοπίζεται με τις λαμίνες 
στην πυρηνική θεμέλια ουσία (Σχήμα 37). Πραγματοποιώντας πειράματα 
υποπυρηνικής κλασμάτωσης και ανοσοκυτταροχημείας αποδείξαμε ότι η 
νευροϊνιδίνη εντοπίζεται κυρίως στην πυρηνική θεμέλια ουσία, όπου οι 
λαμίνες A και C είναι επίσης εμπλουτισμένες και στο κλάσμα του πυρηνικού 
φακέλου. Την τελευταία δεκαετία, αυξανόμενο πλήθος μελετών έχει αποδείξει 
ότι πολλές ογκοκατασταλτικές πρωτεΐνες, μεταξύ των οποίων οι p53, BRCA1, 
PTEN [18] και NF2 [19], μπορούν να εκτελούν διακριτές και ανεξάρτητες 
λειτουργίες εντός και εκτός του πυρήνα. Η πυρηνική μεταφορά, λοιπόν, έχει 
αποδειχθεί ότι είναι ένας θεμελιώδης και κρίσιμος μηχανισμός για τη ρύθμιση 
όχι μόνο του εντοπισμού αλλά και της λειτουργίας των πρωτεϊνών αυτών [20]. 
Μάλιστα, η απορρύθμιση της πυρηνικής μεταφοράς έχει ως αποτέλεσμα τη 
λανθασμένη στόχευση και διαταραχή της λειτουργίας μιας πληθώρας 
πρωτεϊνών συμπεριλαμβανομένων και των ογκοκατασταλτικών. Η 
λανθασμένη στόχευση των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών, μπορεί να έχει 
ολέθριες συνέπειες για το κύτταρο και δυνητικά οδηγεί στην έναρξη και εξέλιξη 
του καρκίνου [18]. 
Προηγούμενες μελέτες από το εργαστήριό μας, με τη χρήση 
συνεστιακής μικροσκοπίας, ανέφεραν ότι η υποκυτταρική μετακίνηση της 
νευροϊνιδίνης σε μετα-μιτωτικούς νευρώνες ρυθμίζεται αναπτυξιακά [224]. Σε 
ασυγχρόνιστες καλλιέργειες διαιρούμενων κυττάρων, η νευροϊνιδίνη 
συνεντοπίζεται και δεσμεύεται με τον κυτταροσκελετό και είναι εμπλουτισμένη 
στην πλασματική μεμβράνη, τα μεμβρανικά οργανίδια, τα μιτοχόνδρια καθώς 
και τον πυρήνα. Το σημαντικό, όμως, είναι ότι ο εντοπισμός της νευροϊνιδίνης 
μπορεί να ποικίλει σε μεγάλο βαθμό μεταξύ των κυττάρων, από κυρίως 
πυρηνικός σε αποκλειστικά κυτταροπλασματικός. Αποδείξαμε ότι η 
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παρατηρούμενη ετερογένεια, ακόμα και στην ίδια κυτταρική σειρά, μπορεί να 
αποδοθεί στη διαφορετική φάση του κυτταρικού κύκλου που βρίσκεται κάθε 
κύτταρο. Πειράματα υποκυτταρικής κλασμάτωσης έδειξαν ότι η νευροϊνιδίνη 
έχει μια δυναμική υποκυτταρική κατανομή που ρυθμίζεται από τον κυτταρικό 
κύκλο (Σχήμα 38). Η νευροϊνιδίνη είναι αποκλειστικά κυτταροπλασματική κατά 
τη G1/S μετάβαση, αλλά καθώς τα κύτταρα περνούν στην S φάση αρχίζει να 
εισέρχεται στον πυρήνα για να γίνει κυρίως πυρηνική κατά τη διάρκεια της G2 
φάσης και μέχρι την G2/M μετάβαση. Τα τελευταία χρόνια αποδεικνύεται ότι 
όλο και περισσότερα ογκοκατασταλτικά γονίδια ρυθμίζουν την πυρηνο-
κυτταροπλασματική τους διακίνηση με βάση τον κυτταρικό κύκλο. 
Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν η merlin το προϊόν του γονιδίου της 
Νευροϊνωμάτωσης τύπου 2 [360], το TTC4 (Tetratricopeptide Repeat Domain 
Protein 4) που σχετίζεται με το μετασχηματισμό των μελανοκυττάρων [361], η 
σχετιζόμενη με το ρετινοβλάστωμα πρωτεΐνη p130/RBL2 [362], και το 
ογκοκατασταλτικό WTX του όγκου Wilms [363]. Είναι σαφές ότι η αυξημένη 
πυρηνική εισροή και κατακράτηση της νευροϊνιδίνης στη G2 φάση συμπίπτει 
με τη σημαντική αύξηση των επιπέδων φωσφορυλίωσής της από PKC (Σχήμα 
36). Η φωσφορυλίωση, ειδικά κοντά σε πυρηνικά σήματα εισόδου ή εξόδου, 
έχει δειχθεί ότι ρυθμίζει την πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση 
μεταγραφικών παραγόντων και ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών [364, 365]. 
Συγκεκριμένα, η, εξαρτώμενη από Akt, φωσφορυλίωση της οικογένειας 
μεταγραφικών παραγόντων FOXO επάγει την έξοδό τους από τον πυρήνα 
[366, 367]. Ομοίως, η, επαγώμενη από βλάβη στο DNA, φωσφορυλίωση του 
p53 στις θέσεις Ser15 και Ser20, που βρίσκονται μέσα στο N-τελικό NES της 
πρωτεΐνης, εμποδίζει την πυρηνική εξαγωγή [368] υποδεικνύοντας κάλυψη 
του NES (NES masking). Από την άλλη, φωσφορυλίωση στο κατάλοιπο 
Ser2054, που είναι πιθανή θέση φωσφορυλίωσης από πρωτεϊνική κινάση Α 
(PKA), του Adenomatous Polyposis Coli (APC) επηρεάζει αρνητικά την 
πυρηνική εισαγωγή της πρωτεΐνης [369]˙ ενώ, CK2-εξαρτώμενη 
φωσφορυλίωση στη θέση Ser2034 προάγει τον πυρηνικό εντοπισμό της 
πρωτεΐνης [370]. Όσον αφορά τη νευροϊνιδίνη, προηγούμενες μελέτες έδειξαν 
ότι φωσφορυλίωση από PKC στο C-τελικό άκρο της πρωτεΐνης σχετίζεται με 
τον κυτταροπλασματικό εντοπισμό της πρωτεΐνης [84]. 
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Με σκοπό τη διερεύνηση του ρόλου της πυρηνικής εισόδου της 
νευροϊνιδίνης και λαμβάνοντας υπόψη το συνεντοπισμό της με την πυρηνική 
θεμέλια ουσία, πραγματοποιήθηκαν πειράματα συν-ανοσοκατακρήμνισης της 
νευροϊνιδίνης με τις λαμίνες A, B, C που έδειξαν ότι η νευροϊνιδίνη 
αλληλεπιδρά μόνο με τις λαμίνες τύπου Α και, πιο σημαντικά, απέδειξαν ότι η 
αλληλεπίδραση αυτή εξαρτάται από τον κυτταρικό κύκλο (Σχήμα 39). 
Συγκεκριμένα, η αλληλεπίδραση διαρκεί από τη G1/S μετάβαση και σε όλη τη 
διάρκεια της S φάσης, κορυφώνεται κατά την έναρξη της G2 φάσης, όπου η 
νευροϊνιδίνη είναι κυρίως πυρηνική, ενώ, στη συνέχεια της ίδιας φάσης 
μειώνεται και τελικά παύει να υφίσταται με την έναρξη αλλά και σε όλη τη 
διάρκεια της μίτωσης, όπου ο πυρηνικός φάκελος διαλύεται. Αν και η 
νευροϊνιδίνη συσχετίζεται στενά με τον κυτταροσκελετό και μάλιστα έχει βρεθεί 
ότι δεσμεύει τα ενδιάμεσα ινίδια των κερατινών [371], αυτή είναι η πρώτη 
φορά που περιγράφεται in vivo αλληλεπίδραση με τα πυρηνικά ενδιάμεσα 
ινίδια. 
Δεδομένων των υψηλών επιπέδων έκφρασης και φωσφορυλίωσης της 
νευροϊνιδίνης κατά τη διάρκεια της μίτωσης καθώς και της αυξημένης 
πυρηνικής εισόδου της στη G2 φάση, ακριβώς πριν τη μίτωση, εξετάσαμε τον 
υποκυτταρικό εντοπισμό της νευροϊνιδίνης σε μιτωτικά κύτταρα με 
ανοσοκυτταροχημεία. Αποδείξαμε για πρώτη φορά ότι η νευροϊνιδίνη αποτελεί 
μέρος του μιτωτικού μηχανισμού. Διαπιστώσαμε ότι η νευροϊνιδίνη 
συνεντοπίζεται με τις α- β- και γ-τουμπουλίνες στη μιτωτική συσκευή (Σχήμα 
40) κατά τη διάρκεια όλων των φάσεων του κυτταρικού κύκλου. Μάλιστα, η 
ιδιότητα, αυτή, της νευροϊνιδίνης να εντοπίζεται στη μιτωτική συσκευή δεν 
είναι ίδιον των καρκινικών κυττάρων αφού όμοια αποτελέσματα λάβαμε μετά 
από μελέτη GFAP θετικών αστροκυττάρων επίμυος (Σχήματα 44 και 45). Σε 
συμφωνία με τα αποτελέσματά μας, η νευροϊνιδίνη έχει αναγνωρισθεί με 
πρωτεομική ανάλυση ως πρωτεΐνη που εντοπίζεται στη μιτωτική άτρακτο 
[372] και μάλιστα έχουν ανιχνευθεί πλήθος φωσφορυλιωμένων σερινών και 
θρεονινών στις CSRD και CTD περιοχές της κατά τη διάρκεια της μίτωσης 
[372, 373, 374]. Δύο χαρακτηριστικές θέσεις φωσφορυλίωσης στο CTD 
αποτελούν οι Ser2521 [373] και Ser2597 [374], οι οποίες είναι 
προβλεπόμενες θέσεις φωσφορυλίωσης από τη μιτωτική κινάση Aurora A. 
Επιπλέον, η Ser2188 της νευροϊνιδίνης, ένα κατάλοιπο ακριβώς πριν τη C-
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τελική περιοχή της πρωτεΐνης και μία προβλεπόμενη θέση φωσφορυλίωσης 
από CamKII, φαίνεται να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια της 
μίτωσης αφού: α) τουλάχιστον τρεις διαφορετικές μελέτες έχουν ανιχνεύσει τη 
θέση αυτή φωσφορυλιωμένη κατά τη διάρκεια της μίτωσης [372, 373, 374] και 
μάλιστα στη νευροϊνιδίνη που βρίσκεται πάνω στη μιτωτική άτρακτο [372] και 
β) σε φωσφοπρωτεομική ανάλυση της πρώιμης μιτωτικής ατράκτου, 
προτάθηκε ότι η συγκεκριμένη φωσφορυλίωση διαμεσολαβείται από ή 
συμβαίνει υπό τον έλεγχο της κεντροσωματικής κινάσης Plk1 (Polo-like kinase 
1) [375]. Η έκφραση, η ενεργότητα και ο εντοπισμός της Plk1 ρυθμίζονται 
δυναμικά κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου και, ανάμεσα σε άλλες 
λειτουργίες της στον κυτταρικό πολλαπλασιασμό, η Plk-1 επάγει την είσοδο 
των κυττάρων στη μίτωση ενεργοποιώντας το σύμπλεγμα Cyclin B/Cdk1, 
ρυθμίζει το σχηματισμό της ατράκτου μέσω της ωρίμανσης και του 
διαχωρισμού των κεντροσωμάτων αλλά και με απευθείας αλληλεπίδραση με 
την τουμπουλίνη, και ελέγχει την ευθυγράμμιση των χρωμοσωμάτων [376]. 
Άλλωστε, ο εντοπισμός των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών στη 
μιτωτική άτρακτο και ο συσχετισμός τους με τους μικροσωληνίσκους είναι 
συχνό φαινόμενο. Οι BRCA1, merlin και APC έχει δειχθεί ότι εντοπίζονται στη 
μιτωτική άτρακτο. Η BRCA1 αλληλεπιδρά με το BARD1 για να προάγει τη 
συναρμολόγηση των μιτωτικών πόλων και τη συσσώρευση του TPX2, ενός 
σημαντικού οργανωτή της ατράκτου, σε αυτούς. Η λειτουργία, αυτή, είναι 
ανεξάρτητη από το κεντρόσωμα και εξαρτάται από την ενεργότητα λιγάσης 
του BRCA1/BARD1 συμπλέγματος [377]. Το APC είναι απαραίτητο για το 
σχηματισμό γερών ατράκτων σε εκχυλίσματα από αυγά Xenopus, αφού 
αφαίρεση του μειώνει τον αριθμό των μικροσωληνίσκων και αλλάζει τη 
μορφολογία του δικτύου τους στις ατράκτους [378]. Μάλιστα, το APC έχει 
αποδειχθεί ότι δεσμεύει και σταθεροποιεί τους μικροσωληνίσκους in vitro and 
in vivo [379] με έναν εξαρτώμενο από importin-b-RanGTP τρόπο [380]. Τέλος, 
η merlin δεσμεύεται και αυξάνει τον πολυμερισμό των μικροσωληνίσκων 
[381]. 
Η αλληλεπίδραση της νευροϊνιδίνης με τους μικροσωληνίσκους είναι 
πια εδραιωμένη [224, 297]. Έχουν βρεθεί τουλάχιστον 2 περιοχές της 
νευροϊνιδίνης, η RasGAP [382] και η SEC14 [265] που δεσμεύονται στην 
τουμπουλίνη. Μάλιστα, η δέσμευση στην τουμπουλίνη έχει αποδειχθεί ότι 
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αναστέλλει την ενεργότητα RasGAP της GRDI περιοχής και της ενδογενούς 
νευροϊνιδίνης in vitro [269, 296]. Επιπλέον, έχει δειχθεί ότι η νευροϊνιδίνη, 
όπως και η merlin που επίσης εντοπίζεται στη μιτωτική άτρακτο κατά τη 
μίτωση [360, 381], αλληλεπιδρά με την πρωτεΐνη κινεσίνη-1 (kinesin-1), η 
οποία είναι κινητική πρωτεΐνη των μικροσωληνίσκων [383]. Εξετάζοντας 
ξεχωριστά τις περιοχές της νευροϊνιδίνης βρήκαμε ότι όλες οι CTD, GRDI, 
GRDII, και SEC14 περιοχές σχηματίζουν σύμπλοκα με τις α-, β- και γ- 
ισομορφές της τουμπουλίνης, σε ασυγχρόνιστα κύτταρα (Σχήμα 46).  
 Η νευροϊνιδίνη έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρά άμεσα με τη CRMP-2 
(Collapsin response mediator protein-2) στον εγκέφαλο [384], αλληλεπίδραση 
που έχει ως αποτέλεσμα της φωσφορυλίωση της CRMP-2 και τη νευριτική 
ανάπτυξη σε διαφοροποιούμενα PC12 κύτταρα [284]. Μηχανιστικά, η 
διαμεσολαβούμενη από νευροϊνιδίνη και CRMP-2 νευριτική ανάπτυξη 
συμβαίνει εξαιτίας της ικανότητας της CRMP-2, που επίσης έχει ενεργότητα 
GAP, να προάγει τη συναρμολόγηση των μικροσωληνίσκων [385] αλλάζοντας 
την ενεργότητα GTPάσης της τουμπουλίνης στον αναπτυσσόμενο άξονα 
[386]. Με δεδομένη την αλληλεπίδραση των δύο πρωτεϊνών σε 
διαφοροποιημένα κύτταρα, τη στενή σχέση τους με την τουμπουλίνη και το 
γεγονός ότι η CRMP-2 έχει βρεθεί ότι εντοπίζεται στη μιτωτική άτρακτο [387] 
και ρυθμίζει τον πολυμερισμό των αστρικών μικροσωληνίσκων και τη θέση 
των πόλων της ατράκτου [388], είναι πιθανό ότι η νευροϊνιδίνη μπορεί να 
ρυθμίζει τις μιτωτικές δράσεις της CRMP-2. Άλλωστε, η τουμπουλίνη είναι μια 
GTPάση και είναι δελεαστικό να προταθεί ότι η αλληλεπίδραση νευροϊνιδίνης 
και τουμπουλίνης οφείλεται στη GAP ενεργότητα της πρώτης. Ανεξαρτήτως 
του μηχανισμού δέσμευσης στους μικροσωληνίσκους, είναι πιθανό ότι η 
πλειονότητα των ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών που δένονται σε αυτούς, 
δρουν ως ασθενείς σταθεροποιητές τους. Έτσι, απώλεια της λειτουργίας των 
ογκοκατασταλτικών πρωτεϊνών μειώνει τη σταθερότητα των 
μικροσωληνίσκων σε βαθμό που επηρεάζει τις κυτταρικές διεργασίες, αλλά, 
δε μετασχηματίζει το κύτταρο σε κακοήθες. Αυτή η παρατήρηση εξηγεί επίσης 
το λόγο που ο σχηματισμός όγκων στη Νευροϊνωμάτωση ακολουθεί την 
υπόθεση «δύο-χτυπημάτων» του Knudson. 
Το ερώτημα που μένει να απαντηθεί είναι αν οι μιτωτικές δράσεις τις 
νευροϊνιδίνης, υπό τον έλεγχο της PKCε, σχετίζονται με τη RasGAP 
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ενεργότητά της ή εισαγάγουν μια νέα λειτουργία της πρωτεΐνης ανεξάρτητη 
από το Ras. Έχει αποδειχθεί ότι προκειμένου να ρυθμιστεί η οργάνωση του 
κυτταροσκελετού, στο S. pombe, το Ras1 αλληλεπιδρά με τη Scd1, πρωτεΐνη 
που έχει ενεργότητα GEF, εντοπίζεται και επηρεάζει τη διαμόρφωση της 
μιτωτικής ατράκτου [389, 390]. Στα θηλαστικά, ακόμη ένας ρυθμιστής του 
Ras, ο RGS14 (Regulator of G-Protein Signaling 14) [391], αποτελεί μία 
πρωτεΐνη της μιτωτικής ατράκτου και μάλιστα σημαντική για την πρώτη 
διαίρεση του ζυγωτού [392]. Το ίδιο το Ras δεν έχει βρεθεί ποτέ στη μιτωτική 
άτρακτο αλλά έχει αποδειχθεί ότι οξεία ενεργοποίηση του ογκογόνου H-RasV12 
αυξάνει τη συχνότητα της χρωμοσωμικής απόκλισης (misalignment), το 
σχηματισμό πολλαπλών μιτωτικών ατράκτων, τον πολλαπλασιασμό των 
κεντροσωμάτων και το σχηματισμό μικρο-πυρήνων (micronuclei) στους 
πρώτους κυτταρικούς κύκλους των PCCL3 κυττάρων θυρεοειδούς [393], ενώ 
είναι υπεύθυνο για την επιταχυμένη μετάβαση από τη G2 στη μίτωση και 
προκαλεί ατέλειες στα σημεία ελέγχου της G2, της βλάβης DNA και της 
μιτωτικής ατράκτου [394]. Επιπλέον, μονοπάτια που ελέγχει το Ras έχουν 
συσχετιστεί άμεσα με ατέλειες της μιτωτικής διαδικασίας [395]. Μελλοντικά 
πειράματα αναμένεται να υποδείξουν επιπλέον αλληλεπιδράσεις και 
τροποποιήσεις της νευροϊνιδίνης που πιθανόν θα αναδείξουν τον ακριβή ρόλο 
της πρωτεΐνης στη μιτωτική διαδικασία. 
 
Μεταξύ όλων αυτών των γεγονότων μεταγωγής σήματος, 
υποκυτταρικού εντοπισμού, και μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων, η 
ρύθμιση της νευροϊνιδίνης από την PKCε φαίνεται ως κομβικό και θεμελιώδες 
χαρακτηριστικό, σε δύο από τις βασικότερες κυτταρικές διαδικασίες, της 
διαφοροποίησης και του πολλαπλασιασμού σε φυσιολογικά και καρκινικά 
κύτταρα του νευρικού συστήματος. Τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής 
αφενός προσθέτουν νέα γνώση για την αλληλεπίδραση της PKCε και της 
νευροϊνιδίνης σε αυτές τις θεμελιώδεις διεργασίες, διατάραξη των οποίων 
οδηγεί στην ογκογένεση, και αφετέρου αποτελούν έναυσμα για περαιτέρω 
μελέτη ενός νέου και ανεξερεύνητου ρόλου της ογκοκατασταλτικής 
νευροϊνιδίνης στη μιτωτική διαδικασία. 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η εμπλοκή της PKCε στην 
ογκογένεση του νευρικού συστήματος μέσω αλληλεπίδρασής της με την 
ογκοκατασταλτική πρωτεΐνη νευροϊνιδίνη και το MAPK/ERK μονοπάτι 
μεταγωγής σήματος και ρύθμισης των διαδικασιών του πολλαπλασιασμού και 
της διαφοροποίησης. Αρχικά, χρησιμοποιώντας φαρμακολογικές 
προσεγγίσεις, μελετήθηκε το πώς επιδρά η ενεργοποίηση της ενδογενούς 
PKCε σε ένα συχνό και με κακή πρόβλεψη καρκίνο του ΠΝΣ, τον κακοήθη 
όγκο των περιφερικών νευρικών ελύτρων. Αποδείχθηκε ότι η ενεργοποίηση 
της PKCε προάγει την κυτταρική διαφοροποίηση και την απώλεια του 
διεισδυτικού φαινοτύπου στα μετασχηματισμένα Schwann κύτταρα. 
Προκειμένου να μελετηθεί η σημασία αυτής της ενεργοποίησης σε 
οργανισμικό επίπεδο, κατασκευάστηκαν πολύ σημαντικοί, για φαρμακολογική 
χρήση και περαιτέρω έρευνα, διπλά σταθερά διαμολυσμένοι καρκινικοί κλώνοι 
επιθηλιακής και νευρικής προελεύσεως (MCF7, PC3, 90-8 και PC12), όπου η 
έκφραση της PKCε και της κυρίαρχα αρνητικής μορφής της βρίσκεται υπό το 
ρυθμιζόμενο έλεγχο δοξυκυκλίνης (Σύστημα Tet-Οff). Πριν, όμως μελετηθεί 
ολόκληρος ο οργανισμός, διαλευκάνθηκε ο μηχανισμός δράσης και οι 
αλληλεπιδράσεις της PKCε κατά τη διαφοροποίηση σε μοριακό και κυτταρικό 
επίπεδο. Μελετώντας ένα ευρέως χρησιμοποιούμενο μοντέλο 
διαφοροποίησης, αυτό των SHSY-5Y κυττάρων νευροβλαστώματος, δείχθηκε 
ότι η διαφοροποίηση των κυττάρων νευροβλαστώματος χαρακτηρίζεται από 
PKCε-εξαρτώμενη μεταγωγή σήματος με ταυτόχρονη εμπλοκή της ERK. Πιο 
σημαντικά, η φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης από PKC αναγνωρίσθηκε ως 
κομβικό σημείο στη διαφοροποίηση του νευροβλαστώματος. Η 
αλληλεπίδραση τη νευροϊνιδίνης και της PKCε μελετήθηκε διεξοδικότερα σε 
τερματικά διαφοροποιημένους εμβρυικούς νευρώνες φλοιού εγκεφάλου 
όρνιθας. Βρέθηκε, για πρώτη φορά, ότι η αφθονία της νευροϊνιδίνης στο ΚΝΣ 
ελέγχεται μέσω της πρωτεασωμικής αποικοδόμησής της στον πυρήνα των 
νευρώνων υπό τη ρύθμιση της PKCε-εξαρτώμενης φωσφορυλίωσής της στο 
κατάλοιπο Ser2808. Η φωσφορυλίωση στο συγκεκριμένο κατάλοιπο από 
PKCε, φαίνεται να ρυθμίζει και την πυρηνο-κυτταροπλασματική διακίνηση της 
νευροϊνιδίνης. Μελέτη του ρόλου της νευροϊνιδίνης και της φωσφορυλίωσης 
από PKCε στον πολλαπλασιασμό κυττάρων γλοιοβλαστώματος, ενός 
καρκίνου του ΚΝΣ, έδειξε, για πρώτη φορά, ότι η νευροϊνιδίνη αυξομειώνεται, 
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αλλάζει υποκυτταρικό εντοπισμό και αλληλεπιδρά με διαφορετικά μόρια κατά 
τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Μάλιστα, οι αλλαγές αυτές συνοδεύονται 
από αντίστοιχες αλλαγές στην PKCε-εξαρτώμενη φωσφορυλίωσή της στη C-
τελική ουρά της πρωτεΐνης. Πιο σημαντικά, ανακαλύψαμε ότι η νευροϊνιδίνη 
συνεντοπίζεται με τη μιτωτική άτρακτο σε όλη τη διάρκεια της μίτωσης των 
κυττάρων γλοιοβλαστώματος, εύρημα που παρατηρείται και σε φυσιολογικά 
κύτταρα γλοίας. Συνολικά, τα αποτελέσματά μας απέδειξαν ότι η 
ενεργοποίηση της PKCε και η αλληλεπίδραση της με τη νευροϊνιδίνη, ρυθμίζει 
τη διαδικασία της διαφοροποίησης σε μετασχηματισμένα κύτταρα του ΠΝΣ, 
ενώ, στο ΚΝΣ η PKCε-εξαρτώμενη φωσφορυλίωση της νευροϊνιδίνης στο 
κατάλοιπο Ser2808 ρυθμίζει την πυρηνική αποικοδόμησή της σε νευρώνες 
αλλά πιο σημαντικά, τη συμμετοχή της στη θεμελιώδη διαδικασία του 
πολλαπλασιασμού τόσο φυσιολογικών αστροκυττάρων όσο και καρκινικών 
κυττάρων γλοιοβλαστώματος. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 08:54:58 EET - 137.108.70.7
 194 
SUMMARY 
In the present study we investigated the involvement of PKCε in 
nervous system tumorigenesis through its interaction with neurofibromin, a 
tumor suppressor protein, and MAPK/ERK signaling pathway during 
proliferation and differentiation processes. Using pharmacological 
approaches, we first studied the result of endogenous PKCε activation in 
malignant peripheral nerve sheath tumor, a PNS cancer, and showed that 
PKCε activation induces cellular differentiation and loss of invasiveness in 
transformed Schwann cells. To study the significance of this activation in an 
organismal level we constructed double stable cancer clones of epithelial and 
neuronal origin, where PKCε and dominant negative PKCε are under 
doxycycline regulation (Tet-Off system). Before proceeding in animal 
experiments we elucidated the mechanisms of action and intermolecular 
interactions of PKCε during neuroblastoma cell differentiation. We found that 
differentiation in SHSY-5Y cells is characterized by intense, PKCε-dependent 
signaling and ERK activation. More importantly, PKC-dependent 
phosphorylation of neurofibromin was recognized as a focal point in 
neuroblastoma differentiation. We further studied PKCε interaction with 
neurofibromin in terminally differentiated chick embryo neurons and showed 
that neurofibromin abundance in the CNS is controlled by nuclear 
proteasomal degradation, under PKCε regulation. Namely, PKCε-dependent 
phosphorylation of neurofibromin at Ser2808 offers protein stability and 
regulates nucleocytoplasmic shuttling of neurofibromin. We, next, assessed 
the implication of neurofibromin and the importance of its phosphorylation by 
PKCε in glioblastoma proliferation. We showed, for the first time, that 
neurofibromin abundance, subcellular localization and intermolecular 
interactions are regulated during the cell cycle of SF268 CNS tumor cells. 
Interestingly, we recorded corresponding changes in PKCε-dependent 
phosphorylation at the C-tail of neurofibromin. More importantly, we showed 
that neurofibromin co-localizes with the mitotic apparatus during all mitotic 
phases of both transformed and normal glial cells. Taken together our results 
proved that PKCε activation and interaction with neurofibromin regulates 
differentiation of transformed PNS cells, while in the CNS, PKCε-dependent 
phosphorylation at Ser2808 offers stability and regulates nucleocytoplasmic 
shuttling of neurofibromin for functions related to mitosis. 
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